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RESUMEN 
 
El maíz (Zea mays, L.) es uno de los cultivos más importantes del mundo y la 
plaga del taladro (Ostrinia nubilalis Hüb. y Sesamia nonagrioides Lef.) es uno de los 
factores bióticos que mayores pérdidas provoca en este cultivo a nivel mundial. La 
mejora genética basada en los mecanismos de resistencia natural del maíz es una 
alternativa eficaz y altamente utilizada para controlar los daños causados por los 
taladros. Dentro de los diversos mecanismos de defensa del maíz, la estructura y 
composición de la pared celular (PC), han tenido un interés científico creciente en los 
últimos años. Concretamente, se ha sugerido que las uniones entre polímeros de la pared 
celular mediante enlaces por puentes de ácido diferúlico éster (ADF) podrían ser 
determinantes en la resistencia del maíz a la plaga del taladro. En el presente trabajo 
hemos desarrollado un programa de selección divergente para variar la concentración de 
ADFs totales esterificados a la PC (ADFT) en la médula del tallo (principal tejido de 
alimentación de las larvas) con el fin de confirmar las evidencias previas. Además, 
hemos estudiado el efecto indirecto del programa de selección sobre la concentración, 
composición y degradabilidad de la PC, así como sobre los caracteres agronómicos más 
importantes. Paralelamente, hemos estudiado la deposición de estos compuestos en la 
médula del tallo en varias etapas del desarrollo en post- floración, así como su 
concentración en diferentes tejidos de alimentación de las larvas de taladro. La alta 
heredabilidad y la baja interacción ambiental observada para el criterio de selección 
sugieren que la concentración ADFT del tejido de médula de maíz podría estar bajo 
control genético. El programa de selección divergente tuvo una respuesta indirecta sobre 
la composición y degradabilidad de la pared celular. Los ciclos con una mayor 
concentración de ADFT mostraron una menor concentración total de la PC y una menor 
degradabilidad de los polisacáridos de la pared celular. La relación entre la 
concentración de ADFT y la resistencia a la plaga del taladro se observó únicamente en 
la evaluaciones de tres ciclos de selección divergente bajo condiciones de infestación 
natural, lo que sugiere un posible aumento inducido de la concentración de ADFT tras 
al ataque de la plaga y/o la existencia de una concentración umbral mínima eficaz como 
barrera para las larvas. Los ciclos con una mayor concentración de ADFT fueron 
ligeramente más precoces en floración femenina, más altos y con mayor rendimiento en 
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grano, efectos que se consideran favorables para continuar el programa de selección. La 
selección para variar la concentración de ADFT podría ser efectiva en cualquier 
momento después de floración, pero sería recomendable realizarla a partir de 55 días 
después de floración que es cuando la mazorca alcanza su madurez fisiológica. El 
patrón de deposición de ácidos hidroxicinámicos en la PC a lo largo del desarrollo en 
post-floración parece ser dependiente de las condiciones ambientales, e independiente 
para cada tejido. La concentración de ADFT en la médula no estuvo correlacionada con 
la concentración de ADFT en otros tejidos, sin embargo, las diferencias de 
concentración de ADFT observada entre los tejidos podría explicar parte de su grado de 
resistencia a la plaga del taladro.  
Después de tres ciclos de selección divergente, nuestros resultados han puesto de 
manifiesto la necesidad de continuar con el programa de selección con el fin de estudiar 
los efectos de una posible respuesta inducida y/o concentración umbral de ADFT en la 
resistencia del maíz a la plaga del taladro, así como estudiar de forma separada la 
concentración de ADFT y el contenido total de la PC como posibles mecanismos de 
resistencia. Asimismo, evaluar el papel de los ADFT en la resistencia en otras partes de 
la planta, y conocer la deposición y cese del desarrollo de la PC en los ambientes de 
evaluación ayudarían a entender mejor la función de estos componentes y a clarificar su 
función en la resistencia del maíz al ataque del taladro.  
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ABSTRACT 
 
Maize (Zea mays, L.) is one of the most important crops in the world while corn borers 
(Ostrinia nubilalis Hüb. and Sesamia nonagrioides Lef.) are the biotic factor that more 
losses cause on its production. Classical breeding based on maize natural mechanisms 
of resistance is an effective and widely used alternative for controlling damage caused 
by this pest. Within the different mechanisms of resistance in maize, the cell wall (CW) 
structure and composition has been an increasing research interest during last years. 
Specifically, it has been suggested that cross- linking between polymers of the cell wall 
through diferulates (DFAs) could be determinants in maize resistance to corn borers. In 
the present work, we developed a divergent selection program to change the 
concentration of total esterified DFAs (DFAT) in pith tissues (main feeding tissue of 
corn borer larvae) to confirm previous evidences. In addition we studied the indirect 
effect of the selection program on CW concentration, composition and degradability, 
and on the main agronomic traits. In parallel, we studied the deposition of these CW 
components on pith tissues during several stages of post- flowering development, and on 
several corn borers larvae feeding tissues. The high heritability and the low environment 
interactions of the selection criterion suggest that the concentration of pith DFAT may 
be under genetic control. Divergent selection program had an indirect response on CW 
composition and degradability. Cycles with higher DFAT concentration had lower total 
CW concentration and lower polysaccharide degradability than cycles with lower 
DFAT. Relationships between DFAT concentration and corn borers resistance was only 
observed after three cycles of divergent selection and under natural infestation 
conditions, suggesting a possible increasing of DFAT concentration induced by larvae 
attack or the existence of a minimum threshold concentration effective as a barrier 
against corn borers larvae. Cycles with higher DFAT were slightly earlier in silking, and 
showed higher plant height, and grain yield, all these effects are favorable for 
continuing the selection program. Selection program may be effective in any moment 
after flowering, however, is more effective if analyses are carried out on developed 
plants after 55 days after silking when ear reach the physiological maturity. CW 
deposition pattern of hydroxycinnamic acids during post-flowering development 
appears to be environment-dependent and tissue- independent. DFAT concentration in 
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pith tissue was not correlated with DFAT concentration in other tissues, however, the 
differences in DFAT concentration observed between tissues could explain, at least part 
of its corn borers resistance 
After three cycles of divergent selection, our results highlight the needed of continue the 
selection program in order to study the effects of a possible induced response or a 
threshold concentration of DFAT on maize resistance to corn borers, and study 
separately the DFAT and total CW concentrations as possible resistance mechanisms. In 
addition, the evaluation of the role of DFAT on corn borers resistance in other plant 
parts, and understanding the deposition and cessation of CW development on 
environments being evaluated, will help to better understand and clarify the role of these 
cell wall components on maize resistance to corn borers  
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1.1 La plaga del taladro de maíz 
El maíz, Zea mays L., forma parte de la alimentación base humana y es 
ampliamente usado como materia prima en diversos procesos industriales. Su 
producción y conservación están limitadas por factores bióticos, siendo la plaga del 
taladro del maíz la que mayores pérdidas provoca a nivel mundial. Los principales 
insectos causantes de esta plaga en Europa son el taladro europeo, Ostrinia nubilalis 
Hübner (Lepidoptera: Crambidae) y el taladro mediterráneo, Sesamia nonagrioides 
Lefèbvre (Lepidoptera: Noctuidae) (Fig. 1.1). O. nubilalis presenta una distribución 
cosmopolita, mientras que S. nonagrioides se encuentra mayormente en países del área 
mediterránea (Anglade, 1961). Se estima que estos insectos generan unas pérdidas del 
7% de la cosecha mundial de maíz, lo que representa más de 800 millones de euros de 
pérdidas anuales (Europabio, 2002). En España, se ha documentado que la incidencia de 
esta plaga genera pérdidas medias en cosecha superiores al 11% (Fernández-Anero y 
otros, 1999). 
 
Figura 1.1. Larva (A) y adulto (B) de las especies más abundantes de taladros del maíz 
en Europa (Ostrinia nubilalis Hüb. y Sesamia nonagrioides Lef.) 
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O. nubilalis puede presentar múltiples generaciones por año, la raza univoltina 
es la más común en Canadá y Europa central y la raza bivoltina en Estados Unidos y el 
noreste de Europa (Brindley y otros, 1975). S. nonagrioides presenta de dos a cuatro 
generaciones por año (Tsipsipis y otros, 1984). En España, son generalmente dos 
generaciones y ocasionalmente tres (Cordero y otros, 1998). Ambas especies son 
polífagas si bien el maíz es su principal hospedante (Larue, 1984). En el área 
mediterránea, los adultos de S. nonagrioides procedentes de las larvas invernantes 
empiezan a volar entre abril y mayo y los de la primera generación entre julio y 
septiembre (Esteban y Balduque, 1983). El primer vuelo de adultos de O. nubilalis es un 
poco más tardío, de abril a junio (Fig. 1.2) (Brindley y otros, 1975). Tras el 
apareamiento, S. nonagrioides distribuye sus puestas en bandas, más o menos alargadas, 
introduciendo el abdomen entre la vaina de la hoja y el tallo, mientras que O. nubilalis 
las deposita preferentemente en el envés de las hojas (Esteban y Balduque, 1983). La 
eclosión de los huevos se produce aproximadamente 10 días desde de la oviposición y 
las larvas de primera generación de O. nubilalis pueden alimentarse del limbo de las 
hojas hasta su penetración en el tallo, mientras que las de S. nonagrioides se alimenta de 
la vaina de las hojas (Butrón y otros, 2005). 
 
Figura 1.2 Ciclo biológico de las especies de taladro del maíz (Ostrinia nubilalis Hüb. y 
Sesamia nonagrioides Lef.) más abundantes en el área mediterránea. 
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Los daños de ambas especies son similares, pudiendo coexistir las larvas en una 
misma planta (Velasco y otros, 2007). Los daños de la primera generación de larvas se 
dan en plantas jóvenes de maíz y el ataque de esta generación no suele ser importante, 
principalmente porque durante el invierno habrán muerto una gran cantidad de larvas 
invernantes (Naibo, 1984); además, el maíz se suele sembrar después de que las 
hembras invernantes hayan hecho sus puestas (Cordero y otros, 1998). Los adultos de 
las demás generaciones buscan las plantas maduras más atractivas, particularmente 
aquellas que están en torno a la floración. Las larvas de la segunda generación perforan 
las plantas de maíz plenamente desarrolladas y excavan galerías longitudinales que 
pueden llegar a debilitar la caña hasta el punto de que se parta por la acción de viento 
(Esteban y Balduque, 1983; Larue, 1984). Se destruye la médula y muchas veces 
perforan los nudos, con lo cual la planta, a falta de savia, permanece raquítica y el 
rendimiento disminuye. Estos orificios hacen que la planta entera sea más susceptible a  
la rotura del tallo (encamado), así como al ataque de otros insectos o microorganismos. 
Ambas especies también pueden atacar a otras partes de la planta, especialmente la 
mazorca reduciendo directamente el rendimiento en grano. Se ha sugerido que las larvas 
de S. nonagrioides atacan la mazorca a través del pedúnculo, mientras que las de O. 
nubilalis prefieren los estigmas de la inflorescencia femenina. Además, S. nonagrioides 
podría tener preferencia por la parte inferior de la caña, mientras que O. nubilalis 
también se ubica en la mazorca, en la parte superior de la caña y en la inflorescencia 
masculina, sobre todo cuando está en competencia con S. nonagrioides (Velasco y 
otros, 1999). Los daños de esta segunda generación son considerables debido sobre todo 
a la gran abundancia de larvas como consecuencia del gran poder multiplicativo de la 
primera generación. 
 
1.2 Categorías de defensa frente a los taladros 
 El control de la plaga del taladro se ha planteado mediante diversos métodos, 
entre ellos, la utilización de insecticidas, diversas prácticas culturales, lucha biológica 
(uso de parasitoides o confusión sexual) y control genético, ya sea trabajando con 
resistencias monogénicas (transgenes) o poligénicas (mejora genética convencional). En 
este sentido, la mejora genética convencional se perfila como una medida eficaz y de 
mayor aceptación social a la hora de combatir el ataque de los taladros, no obstante, 
optimizar el desarrollo de nuevas variedades requiere entender y caracterizar las 
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categorías y mecanismos de defensa natural del maíz frente a la plaga del taladro y 
controlar posibles relaciones negativas sobre caracteres agronómicos de interés, tales 
como el rendimiento. 
Painter (1951) estableció que las variedades resistentes han desarrollado a lo 
largo de su co-evolución con los insectos las siguientes categorías o estrategias de 
defensa: no preferencia o antixenosis, antibiosis y tolerancia. La no preferencia es la 
capacidad de la planta de evitar o ser menos atrayentes a los insectos, evitando su 
alimentación, refugio y/o reproducción. La antibiosis se refiere a la capacidad de las 
plantas para producir sustancias que afectan negativamente a la reproducción, desarrollo 
y/o supervivencia del insecto. La tolerancia define la capacidad de la planta para crecer, 
reparar daños y reproducirse aún bajo condiciones de infestación que dañarían y 
reducirían el rendimiento de las plantas sensibles al insecto. Las tres categorías de 
resistencia frente a varias especies de taladro han sido identificadas en maíz (Kumar y 
Mihm, 1995; Malvar y otros, 1993; Butrón y otros, 1998, Revilla y otros, 2007). Dichas 
categorías no son siempre independientes y frecuentemente los genotipos resistentes 
poseen una combinación de mecanismos incluidos en las tres categorías (Wiseman, 
1990).  
 
1.3. Mecanismos de defensa frente a los taladros  
 Smith (1997) propuso el término “categoría” para referirse a las diferentes 
interacciones insecto-planta descritas por Painter (1951), reservando el uso de 
“mecanismos” para describir los procesos estructurales o químicos involucrados en cada 
una de las categorías. A su vez, se ha establecido que los mecanismos de defensa de las 
plantas contra los herbívoros pueden ser divididos en “estáticos” o defensas 
constitutivas y “activos” o defensas inducidas. Los mecanismos de defensa constitutivos 
están integrados por aquellos compuestos que la planta sintetiza, acumula y almacena 
durante el proceso de desarrollo normal, de esta forma, cuando la planta es atacada 
dispone de los medios para disuadir o matar al herbívoro. A diferencia de los 
mecanismos constitutivos, los mecanismos inducidos son aquellos que se generan en 
respuesta al ataque del insecto (Gatehouse, 2002). Dentro de los mecanismos de defensa 
inducidos se ha estudiado la acumulación de metabolitos tóxicos o repelentes e 
inhibidores de proteinasa como respuesta directa al ataque de la plaga de los taladros en 
el maíz (Broadway y Duffey, 1986; Lee y otros, 1999), así como la atracción de 
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enemigos naturales o la comunicación planta-planta como respuestas indirectas (Potting 
y otros, 1995; Engelberth y otros, 2004). En relación a los mecanismos de defensa 
constitutivos se han estudiado compuestos antibióticos (proteínas, benzoxazinonas, 
ácidos fenólicos solubles) y metabolitos repelentes o atrayentes por contacto o volátiles 
(Bergvinson y otros, 1994a; Cambier y otros, 2000; Konstantopoulou y otros, 2002), así 
como diferentes caracteres morfológico-estructurales de la planta: edad, altura, dureza 
del tallo y de las hojas o presencia de tricomas (Cardinal y otros, 2001; Santiago y otros, 
2003; Kumar, 1997). Además, existe un interés científico creciente en el estudio de la 
estructura y composición de la pared celular como uno de los mecanismos de defensa 
más prometedores frente al ataque de la segunda generación de las larvas de la plaga del 
taladro (Buendgen y otros, 1990; Bergvinson y otros, 1997; Santiago y otros, 2006a, b; 
Barros-Rios y otros, 2011a). 
 
1.4. Morfología y composición de la pared celular en el maíz 
 La pared celular (PC) es una matriz compleja formada por diferentes polímeros 
que la célula vegetal secreta en su superficie y que se ensamblan en una estructura  
polimérica compleja externa a la membrana plasmática (Carpita y otros, 2001). La PC 
ha sido considerada tradicionalmente como una estructura rígida y estática  con una 
función principal de soporte mecánico, sin embargo en los últimos 20 años se ha hecho 
evidente que es altamente dinámica y completamente esencial en la división, 
crecimiento y diferenciación celular así como en la respuesta a estreses bióticos y 
abióticos. 
Después de la división celular, las nuevas células formadas están inicialmente 
separadas por una capa rica en pectinas que, a medida que se depositan otros polímeros, 
llega a ser la lámina media. En este momento, todas las células desarrollan una pared 
primaria y algunas células especializadas, principalmente aquellas del xilema y 
esclerénquima, forman una pared secundaria que es depositada entre el lumen y la pared 
primaria (Carpita 1996). La pared secundaria consta de tres subcapas que se denominan 
de afuera hacia adentro subcapa externa (S1), media o central (S2) e interna (S3) (Fig. 
1.3). En la familia de las gramíneas que comprende los cereales, entre ellos el maíz, la 
PC primaria está compuesta por microfibrillas de celulosa encajadas en una matriz de 
hemicelulosa (principalmente glucuronoarabinoxilanos-GAX- y β-glucanos con enlaces 
mixtos), compuestos fenólicos como los ácidos hidroxicinámicos (AHCs) ferúlico (AF) 
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y p-cumárico (p-Cum), pectinas (homogalacturonanos y ramnogalacturonanos) y 
proteínas estructurales, enzimas y proteínas involucradas en señalización (Carpita y 
otros, 2001). Por su parte, la PC secundaria está formada mayormente por celulosa, 
GAX, AHCs y lignina (Vogel, 2008) (Tabla 1). 
Las propiedades estructurales y funcionales de la PC vegetal están controladas 
por la composición y organización de cada unos de sus componentes individuales. Se 
considera que los enlaces entre los componentes de la PC tienen una marcada influencia 
en numerosas propiedades como la accesibilidad, extensibilidad, diferenciación, 
plasticidad, digestibilidad y adherencia (Fry, 1986), cuyas aplicaciones son de 
considerable interés en los campos de la nutrición y la tecnología alimentaria humana y 
animal, pero también en disciplinas afines como la fisiología vegetal, la producción de 
biocombustibles o la protección de cultivos. 
 
Figura 1.3. Representación de la pared celular vegetal: sección transversal (A) de una 
célula mostrando las distintas capas y sección longitudinal (B) entre células adyacentes.    
 (A)                                             (B) 
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Tabla 1. Composición aproximada (% peso seco) de la pared celular primaria y 
secundaria en gramíneas. 
 Pared primaria Pared secundaria 
Celulosa 20-30b, c 35-45c, f 
Hemicelulosas   
 GAX 20-40d 40-50c, e 
 β-glucanos mixtos  10-30d Menor importancia 
 Xiloglucanos 1-5c, d, e Menor importancia 
 Mananos Menor importancia Menor importancia 
Pectinas 5c 0.1c 
Proteínas estructurales 1d Menor importancia 
Compuestos fenólicos   
 Lignina Menor importanciag 20c 
 Ácidos hidroxicinámicos 1-5c, d 0.5-1.5c 
a 
Los números mostrados en la tabla provienen de medias o rangos basados en múltip les fuentes: 
b
Mitchell 
y otros, 2007, 
c
Ishii, 1997, 
dO’Neill y York, 2003, e Ebringerová y otros, 2005, f Hatfield y otros, 1999. 
g
 La pared primaria de algunos tipos de células en gramíneas puede estar lignificada (Müsel y otros, 1997) 
 
1.4.1. Celulosa 
 La celulosa es el biopolímero más abundante de la naturaleza y está presente en 
la pared primaria y secundaria actuando como principal polímero estructural. Su 
estructura consta básicamente de una cadena lineal de moléculas de D-glucopiranosa 
unidas por un enlace glucosídico de tipo β(1→4). Debido a la configuración espacial 
alterna de los enlaces glucosídicos (rotados 180º), que unen residuos de glucosa 
adyacentes, se forman repeticiones de dímeros de D-glucosa unidos por enlaces 
glucosídicos β(1→4) llamados celobiosa. Estas cadenas mantienen enlaces estables por 
puentes de hidrógeno intramoleculares (entre las distintas moléculas de glucosa de una 
misma cadena) e intermoleculares (entre moléculas de glucosa de distintas cadenas), 
formando cadenas de β(1→4) D-glucanos. Los mismos enlaces unen cadenas de 
glucanos adyacentes (60-70 cadenas) formando fibrillas elementales, éstas se unen a su 
vez en microfibrillas de celulosa (250 fibrillas) que tienen un diámetro aproximado de 
5-12 nm (Brown y otros, 1996). Los modelos actuales de organización de las 
microfibrillas de celulosa sugieren que las cadenas de glucanos mantienen una 
disposición paralela y presentan una estructura organizada rígida e insoluble intercalada 
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de zonas amorfas menos ordenadas. Esta estructura, basada en enlaces no covalentes, 
confiere una elevada resistencia a la tracción, insolubilidad, estabilidad química y una 
resistencia excepcional al ataque químico o enzimático. La celulosa se sintetiza en la 
membrana plasmática, en estructuras denominadas rosetas o complejos terminales que 
contienen abundantes unidades de la enzima celulosa sintasa (CesA) que sintetiza las 
unidades de β(1→4) D-glucanos (Mueller y Brown, 1980). 
 
1.4.2. Hemicelulosas 
 El término hemicelulosa se refiere a una diversa clase de polisacáridos que 
difieren de la celulosa en que no son cristalinos e hidrolizables en ácido o soluciones 
alcalinas. La hemicelulosa esta entrelazada con las microfibrillas de celulosa a través de 
enlaces por puente de hidrógeno lo que le confiere a esta ultima una mayor 
inaccesibilidad (Somerville y otros, 2004). A diferencia de la celulosa, los polisacáridos 
de hemicelulosa son sintetizados en el aparato de Golgi y secretados en vesículas a la 
pared (Carpita y McCann, 2000). La mayoría de las dicotiledóneas y monocotiledóneas 
no comelínidas tienen polímeros basados en glucanos o mananos como principal 
polisacárido y contienen concentraciones considerables de pectina lo que se define 
como pared de tipo I (Carpita y Gibeaut, 1993). La composición de la hemicelulosa en 
el maíz y otras especies del orden Poales contiene GAX como principal polisacárido 
hemicelulósico lo que se define como pared de tipo II. Además de entrelazar 
microfibrillas de celulosa, los GAX se consideran sustitutos de la pectina, controlando 
la porosidad y carga de la PC (Carpita, 1996). Los β-glucanos con enlaces mixtos son 
también polisacáridos hemicelulósicos únicos del orden Poales y más abundantes en la 
PC primaria del maíz. 
 
Glucuronoarabinoxilanos (GAX) 
 La estructura base de los GAX es una cadena lineal de residuos de xilosa con 
enlaces β(1→4) y sustituciones de α-L-arabinosa, α-D-ácido glucurónico y α-D-ácido 
acético. Los residuos de α-L-arabinosa están unidos al residuo de xilosa en la posición 
O-3, los de α-D-ácido glucurónico en la posición O-2, y los de α-d-ácido acético en la 
posición O-2 ó O-3 (Fig. 1.4). Como se muestra más en detalle en el apartado de ácidos 
hidroxicinámicos, la unidad de arabinosa puede ser sustituida con AF. La biosíntesis de 
GAX y los enzimas responsables de la inclusión de residuos de arabinosa en las  cadenas 
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de xilanos en maíz está siendo estudiada (Faik y otros, 2002). Es probable que los 
enzimas responsables de la síntesis de las cadenas de xilanos sean codificados por 
diferentes genes Csl que se expresan de forma distinta en los diferentes tejidos y en 
función del estado de madurez de la planta. Los enzimas responsables de añadir las 
sustituciones de arabinosa son probablemente glicotransferasas (GT) codificadas por 
varias familias de genes e identificadas en Arabidopsis (Arabidopsis thaliana, L.). Se 
cree que estos hallazgos pueden ayudar a identificar genes ortólogos o semejantes en 
maíz. 
 
Figura 1.4. Los glucuronoarabinoxilanos (GAX) son los principales polisacáridos 
hemicelulósicos y consisten en una cadena de xilanos, con sustituciones de arabinosa, 
arabinosa-ácido ferúlico, ácido glucurónico y acido acético. 
 
 
β-glucanos con enlaces mixtos 
Los β-glucanos con enlaces mixtos están transitoriamente presentes en la PC 
primaria durante el proceso de expansión celular y se hidrolizan cuando se co mpleta el 
crecimiento celular (Carpita y Gibeaut, 1993). Consisten en residuos de D-glucosa sin 
sustituciones. Las unidades que los conforman son celotriosa y celotetraosa en una 
proporción de 2:1. Los residuos de glucosa dentro de las unidades de celotriosa y 
celotetraosa están unidos por enlaces β(1→4) y los enlaces entre las unidades de 
celotriosa y celotetraosa son de tipo β(1→3) (Fig. 1.5). Este último enlace crea giros en 
la cadena dándole un aspecto de sacacorchos a la estructura espacial del polímero 
(Carpita y McCann, 2000). La familia de genes CslF catalizan la biosíntesis de β-
ácido acético D-ácido  
galacturónico 
L-arabinosa 
ácido 
ferúlico 
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glucanos con enlaces mixtos en el arroz y, probablemente, en el maíz (Burton y otros, 
2006). 
 
Figura 1.5. Los β-glucanos con enlaces mixtos, consisten en unidades de celotriosa y 
celotetraosa unidas por enlaces β(1→4) que se entrelazan vía enlaces β(1→3). 
 
 
 
 
1.4.3. Pectinas 
 Las pectinas son polímeros ramificados e hidratados ricos en D-ácido 
galacturónico. Afectan al tamaño de poro de la pared (porosidad), la carga (y por ello, a 
la capacidad de secuestrar proteínas), así como al pH de la pared. La lámina media 
formada después de la división celular esta mayormente formada por pectinas que se 
cree que influyen en el contacto entre células (Carpita y McCann, 2000). La PC del 
maíz tiene un bajo contenido en pectinas en relación con la mayoría de las 
dicotiledóneas (Carpita y Gibeaut, 1993). Hay tres tipos de polímeros pécticos. Los 
homogalacturanos (HG) son polímeros largos (más de 100 nm) y simples constituidos 
por cadenas lineales de residuos de D-ácido galacturónico unidos mediante enlaces α 
(1→4). Los ramnogalacturanos I son repeticiones del disacárido -2)-α-D-ramnosa-(1-4)- 
α-D-ácido galacturónico-(1- que pueden presentar varias sustituciones con cadenas de 
arabinanos, galactanos y arabinogalactanos. Los ramnogalaturanos II y xilogalacturanos 
son modificaciones de HG con cadenas laterales diversas y que pueden dimerizar a 
través de un enlace diéster de boro (Carpita, 1996). La biosíntesis de pectinas es 
compleja y no está bien comprendida todavía. Se ha propuesto que la síntesis de las 
cadenas de HG está controlada por uno o varios enzimas celulosa sintasa (CSL) y que la 
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sustitución de la cadena está regulada por las mismas glicotransferasas (GT) que las 
usadas en la biosíntesis de los polisacáridos hemicelulosicos (Scheller y otros, 2007). 
 
1.4.4. Proteínas de la pared celular 
 La PC del maíz contiene proteínas estructurales y no estructurales. Las proteínas 
estructurales de la PC del maíz son ricas en aminoácidos, tienen dominios con 
secuencias repetidas y están glicosiladas en mayor o menor grado. Se cree que dichas 
proteínas actúan como elementos estructurales, por su estructura fibrilar y porque se 
inmovilizan mediante enlaces covalentes entre ellas o con azúcares como arabinosa 
glucosa y galactosa. Las proteínas estructurales se acumulan en la pared en diferentes 
etapas de desarrollo y en respuesta a diferentes condiciones de estrés. Entre ellas están 
las glicoproteínas ricas en hidroxiprolina (HRPGs), en glicina (GRPs), en prolina 
(PRPs) y proteínas arabinogalactanas (AGPs). Para una revisión más completa acerca de 
la composición y funciones de las proteínas en la PC véase Cassab (1998). 
 
1.4.5. Lignina 
 La lignina es un polímero de grupos fenilpropanoides (anillo bencénico y una 
cadena de 3 carbonos) altamente ramificado. Después de la glucosa, es el segundo 
biopolímero más abundante de la naturaleza y juega un papel fundamental en el soporte 
estructural de las plantas. Su complejidad química y la aparente falta de regularidad en 
su estructura hacen que la lignina aumente la resistencia mecánica, impermeabilidad y 
rigidez de la PC. 
El polímero de lignina está formado via uniones oxidativas de los monolignoles 
o alcoholes fenilpropílicos: coniferílico, cumarílico y sinapílico, que son sintetizados a 
partir del aminoácido aromático fenilalanina vía varios derivados del ácido cinámico 
(Higuchi, 1981). Los productos intermediarios de la ruta de biosíntesis de los 
monolignoles sirven como precursores de los AHCs y otros compuestos fenólicos. La 
figura 1.6 muestra una representación esquemática de la ruta de biosíntesis de los 
monolignoles. Esta ruta se basa principalmente en los datos de trabajos experimentales 
con Arabidopsis (revisada por Humphreys y Chapple, 2002) y aunque existen 
variaciones, se considera que el maíz sigue básicamente la misma ruta (Hatfield y 
Vermerris, 2001). El aminoácido L- fenilalanina (1) es considerado comúnmente como 
el precursor de los monolignoles y su deaminación por la enzima fenilalanina amonio 
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liasa (PAL) (a) da lugar al ácido cinámico (2). Roestler y otros (1997) mostraron que 
PAL en las gramíneas, también reconoce la L-tirosina (3) como sustrato, explicando la 
actividad de tirosina amonio liasa observada en extractos de maíz (Morrison y Buxton, 
1993). La posterior hidroxilación del ácido cinámico mediante la enzima ácido cinámico 
4-hidrolasa (C4H) (b) resulta en la formación de p-Cum (4). La enzima 4-cumarate:CoA 
ligasa (4CL) (c) convierte p-Cum en p-cumaril-CoA (5), el cual sufre posteriormente 
dos tipos de modificaciones: la reducción del grupo carboxilo de la cadena lateral de 
propano y la sustitución del anillo fenil. Estas modificaciones dan lugar a los tres 
monolignoles o alcoholes fenilpropílicos p-cumarílico (16), coniferílico (17) y 
sinapílico (18), siendo estos dos últimos los más comunes.  
Los monolignoles y sus precursores son sintetizados en el citosol (aparato de 
Golgi) y son transportados a la PC donde la lignina se deposita. Dada su toxicidad, y 
aunque se desconoce el mecanismo preciso, es probable que vesículas o glucósidos 
participen en el transporte de monolignoles. Una vez localizados en la PC los 
monolignoles son convertidos en radicales monolignoles a través de la acción de 
peroxidasas y/o lacasas (Takahama, 1995). Los residuos de lignina derivados de los 
alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico se conocen como residuos p-
hidroxifenil (H), guaiacil (G) y siringil (S), respectivamente. La lignina se forma 
finalmente por la adicción de los radicales de monolignoles en el c reciente polímero y 
se considera que esta acción está controlada por procesos químicos más que bajo control 
biológico (Hatfield y Vermerris, 2001). 
 
1.4.6. Ácidos hidroxicinámicos (monómeros y oligómeros) 
 Los AHCs, AF (20), p-Cum (4) y ácido sinápico (21) (Fig. 1.6) son componentes 
menores de la PC vegetal. La síntesis de p-Cum, como se refleja en el apartado anterior, 
es resultado de la hidroxilación del ácido cinámico mediante la enzima ácido cinámico 
4-hidrolasa (C4H). Tradicionalmente se consideraba que la síntesis de AF y sinápico era 
catalizada por la enzimas p-Cum-3-hidrolasa (C3H) para obtener ácido cafeico y su 
conversión en AF mediante la enzima ácido cafeico O-metiltransferasa (COMT) y la 
posterior conversión de AF en ácido sinápico sería mediante la enzima ferulato 5-
hidrolasa (F5H) (Humphreys y Chapple, 2002). La síntesis de AF y sinápico ha sido 
reconsiderada después de observarse en Arabidopsis que el AF se sintetiza a partir del 
conifealdehido (13) y el ácido sinápico a partir del sinapaldehido (15), mediante 
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oxidación directa por las enzimas coniferilaldehido (k) y sinapaldehido (l) 
dehidrogenasas codificadas por el gen reduced epidermal fluorescence 1 (REF1) (Nair y 
otros, 2004). En este mismo trabajo se observaron bajos niveles de AF y sinápico éster 
unidos en la PC del mutante REF1, indicando que existe una ruta alternativa para la 
síntesis de estos AHCs. En base al hecho de que extractos de las hojas de maíz 
mostraron actividad de la enzima coniferaldehido dehidrogenasa, es probable que esta 
ruta exista también en el maíz (Nair y otros, 2004). 
Dependiendo del tejido y de su estado de desarrollo, las PCs del maíz contienen 
más del 4% de AF (monómeros y dímeros) y más del 3% de p-Cum (Hatfield y otros, 
1999). En las gramíneas, los monómeros de AF están unidos a los polímeros de 
hemicelulosa de la PC mediante enlaces tipo éster, a través de su grupo ácido 
carboxílico con el grupo hidroxilo del carbono 5 de las α-arabinosas en las cadenas de 
GAX (Fig. 1.4) (Ishii y Hiroi 1990). Se ha propuesto que las sustituciones de AF en los 
residuos de arabinosa sirven como sitios de nucleación donde comienza el proceso de 
lignificación (Ralph y otros, 1995). Las sustituciones de AF mantienen enlaces vía éter 
(Iiyama y otros, 1990) y carbono-carbono (Ralph y otros, 1995) a la lignina, con su 
grupo hidroxilo unido covalentemente a los monómeros de lignina. El AF también 
puede formar enlaces entre polisacáridos y proteínas vía residuos de tiroxina y cisteína 
(Iiyama y otros, 1990). En relación al p-Cum, pequeñas cantidades están esterificadas a 
las cadenas de GAX, generalmente están unidos mediante enlaces tipo éster a la 
posición γ de las cadenas de fenilpropanoides en las unidades S de la lignina (Ralph y 
otros, 1994a). La mayor parte de las acumulaciones de p-Cum ocurren en tándem con la 
lignificación (Morrison y otros, 1998), haciendo la acumulación de p-Cum un indicador 
apropiado de la deposición de lignina. Pruebas experimentales sugieren que la 
sustitución del sinapil alcohol con p-Cum ocurre previamente a su incorporación al 
polímero de lignina (Lu y Ralph, 1999) y la presencia del enlace éster mejora (o 
permite) la incorporación del sinapil alcohol dentro del creciente polímero de lignina en 
las paredes celulares (Ralph y otros, 2004).  
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Figura 1.6. Ruta biosintética de los monolignoles.  
 
 
(1) L-fenilalan ina, (2) acido cinámico, (3) L-tirosina, (4) ácido p-cumárico, (5) p-cumaro il-CoA, (6) 
shikimatoester p-cumaro il-CoA, (7) D-quinato éster p-cumaro il-CoA, (8) shikimatoester p-cafeoil-CoA 
(9) D-quinato éster p-cafeoil-CoA, (10) cafeoil-CoA, (11) ferulo il-CoA, (12) p-cumaril aldehído, (13) 
coniferaldehido, (14) 5-hidroxi-coniferaldehido, (15) sinapaldehido, (16) alcohol p-cumarílico, (17) 
alcohol coniferílico, (18) alcohol 5-hydroxi-coniferílico, (19) alcohol sinapílico, (20) acido ferúlico y (21) 
ácido sinápico. Las letras se refieren a las siguientes enzimas, seguidas de su abreviación: (a) 
fenilalanina/tirosina amonio liasa [PAL/TAL], (b) cinamato 4-hidroxilasa [C4H], (c) 4-cinamato CoA 
ligasa [4CL], (d) cinamoil-CoA reductasa [CCR], (e) cinamil alcohol dehidrogenasa [CAD] (f) 
hidroxicinamoil- CoA:shikimato/quinato hidroxi-cinamoil transferasa [HCT], (g) p-cumaroil-CoA 3′-
hidroxilasa [C3′H], (h) cafeoil-CoA O-metiltransferasa [CCoAOMT], (i) coniferil aldehido/coniferil 
alcohol 5-hidroxilasa [F5H (C5H)], (j) coniferaldehido/coniferil alcohol O-met ilt ransferasa [COMT], (k) 
coniferaldehide dehidrogenasa y (l) sinapaldehido dehidrogenasa. 
l 
16 17 18 19 
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La dimerización de AF es posible vía reacciones de radical oxidativo 
(catalizadas por peroxidasas), y/o inducidas por luz (fotoquímicas) que pueden llevar a 
la formación de dímeros e incluso mayores oligómeros como trímeros y tetrámeros (Fry 
y otros, 2000; Bunzel y otros, 2006). Debido a la localización del radical en los enlaces 
entre dos AFs pueden tener lugar teóricamente enlaces 8-8, 8-5, 8-O-4, 5-5 y 4-O-5. 
Más del 50% de los AFs de la PC pueden ser dimerizados formando una larga colección 
de ácidos diferúlicos o diferulatos (ADFs) unidos a su carbono 8 y menores cantidades 
de ADFs unidos a su carbono 5 (Grabber y otros, 1995, 2000). Esta variedad de 
oligómeros aseguran fuertes enlaces entre polímeros (hemicelulosa-hemicelulosa, 
mediante enlaces tipo éster y hemicelulosa- lignina, mediante enlaces tipo éter) 
proveyendo integridad estructural y una limitada degradabilidad a la PC (Figs. 1.7 y 
1.8).  
 
Figura 1.7. Enlace entre dos cadenas de arabinoxilanos de la pared celular mediados por 
el ácido diferúlico 5-5 y combinación de posibles enlaces éster entre ferulatos. Las 
flechas más gruesas indican los grupos hidroxilo a los que se podrían unir 
covalentemente los monómeros de lignina (enlaces éter).  
 
 
Enlaces posibles: 
ADF 8-8, 8-5, 8-O-4, 5-5 y 4-O-5 
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Figura 1.8. Isómeros de ácido diferúlico (ADF) identificados en diferentes materiales 
vegetales. 1 ADF 8-O-4, 2 ADF 8-5 cíclico, 3 ADF 8-5 no cíclico, 4 ADF 8-5 
decarboxilado, 5 ADF 5-5, 6 ADF 8-8 no cíclico, 7 ADF 8-8 cíclico, 8 ADF 8-8-
tetrahidrofurano y 9 ADF 4-O-5. 
 
 
 
 
La dimerización de AF en los residuos de arabinosa probablemente ocurre en la  
PC (Grabber y otros, 1995, 2000), aunque se ha observado que en tejidos más jóvenes 
parte de la dimerización puede ocurrir en el citosol (aparato de Golgi) antes de la 
deposición de GAX en la PC (Fry y otros, 2000). Considerando que estructuras 
demasiado largas de polisacáridos podrían no ajustarse a las dimensiones de las 
vesículas de Golgi y ser no adecuadas para ser transportadas a la PC (Fry, 2004), se ha 
planteado como hipótesis que los polisacáridos dimerizados en el citosol, se depositan 
en la PC como grandes coágulos sin capacidad de formar posteriores enlaces y por esto 
compatibles con la expansión celular de los tejidos más jóvenes. Por el contrario, los 
polisacáridos secretados sin enlace previo, podrían mostrar la posibilidad de enlace 
dentro de la PC, enlazando microfibrillas de celulosa in situ y restringiendo la 
1 
 2 
 3 
 4 
5
2 
 6 7
2 
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expansión celular en los tejidos adultos (Fry, 2000). En base a estas observaciones, Obel 
y otros (2003) destaca que los enlaces entre GAX dentro de la célula (citosol) podrían 
ser mayormente intramoleculares para no incrementar la talla de la cadena de 
polisacáridos.  
En el caso de la formación de mayores oligómeros y dependiendo del tipo de 
enlace (intra- o intermolecular), hasta cuatro cadenas de polisacáridos podrían estar 
potencialmente unidas por un tetrámero, lo cual les confiere una importante función 
estructural en la arquitectura de la PC (Lindsay y Fry, 2008). Sin embargo, el concepto 
de retrocruzamiento propuesto por Ralph y otros (2004b), y con origen en los 
experimentos de modelización molecular de Hatfield y Ralph 1999, sugiere que un 
trímero de AF solo puede enlazar dos cadenas de polisacáridos y no tres. Es decir, dos 
AFs de diferentes cadenas de polisacáridos pueden formar un ADF; en esta situación, 
otro AF de otra cadena podría unirse solamente a uno de los dos AFs que intervienen en 
la unión. Experimentos de modelización molecular están siendo actualmente llevados a 
cabo para estudiar en profundidad esta posibilidad (Bunzel, 2010). 
Aunque la mayor o menor importancia fisiológica individual de cada isómero de 
ADF ha sido poco estudiada, se han encontrado variaciones específicas en el contenido 
de isómeros concretos de ADF en tejidos de hoja, peciolo y raíz de remolacha (Beta 
vulgaris L.), sugiriendo variaciones correspondientes en los procesos de biosíntesis 
(Wende y otros, 2000). 
Existen pocas pruebas de la participación del p-Cum o ácido sináptico en la 
unión de cadenas de polisacáridos vía similares dehidrodimerizaciones. El mecanismo 
para la unión de polisacáridos mediante p-Cum es vía dimerizaciones fotoquímicas para 
obtener ácidos truxillico y truxinico (Ford y Hartley 1989). Se desconoce si este 
mecanismo es una estrategia desarrollada por la planta para conseguir este tipo de 
enlaces o si es resultado de reacciones paralelas causadas por radiaciones UV que 
ocurren en las muestras después de su recolección para el análisis (Ralph, 2010).  
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1.5. Intervención de la pared celular en la resistencia frente a los taladros 
 
Grosor de la pared celular 
 PCs más delgadas hacen a la planta más susceptible a la penetración, 
colonización y alimentación de los insectos (Sétamou y Schulthess, 1993). Pocos 
estudios han sido llevados a cabo para determinar la relación entre la resistencia a la 
plaga del taladro y la anchura de la PC. En tejidos de hojas de maíz, Davis y otros 
(1995) encontraron diferencias en la anchura de la cutícula y PC de la epidermis entre 
líneas resistentes y susceptibles a los taladros Diatraea grandiosella  Dyar y Spodoptera 
frugiperda Smith. En este estudio, el complejo cutícula y PC de la epidermis de las 
líneas resistentes fue 1,7 veces más ancha que el de las líneas susceptibles, además, el 
grosor estuvo estrechamente relacionado con el daño causado en las hojas y con el peso 
de las larvas que lo causaron. En tejidos de médula de maíz, Santiago y otros (2003) 
evaluaron el grosor de la PC de genotipos de maíz con distinto grado de resistencia a S. 
nonagrioides y no observaron diferencias significativas entre grupos resistentes y 
susceptibles. No obstante, el grosor de la PC podría explicar parte de la resistencia o 
susceptibilidad de algunas líneas individuales; así por ejemplo, la línea pura PB130 
presentó PCs más gruesas, lo que podría explicar parcialmente la resistencia de esta 
línea, mientras que la línea EP42, mostró PCs más finas, lo que permitiría una mayor 
accesibilidad al alimento por parte de las larvas de S. nonagrioides. Esto podría explicar 
por qué las larvas alimentadas con la médula de la línea EP42 mostraron un mayor peso 
que las alimentadas con la médula de otras líneas puras (Ordás y otros, 2002).  
 
Composición de la pared celular 
 La composición de la PC puede afectar a la alimentación de los insectos desde el 
punto de vista físico y nutricional. Puesto que la mayor parte de las plagas de insectos 
en las plantas forrajeras utilizan principalmente carbohidratos solubles y proteínas como 
nutrientes (Terra y otros, 1987), las plantas con mayor presencia de componentes 
estructurales en la PC pueden ser menos susceptibles al ataque de los insectos (Scriber y 
Slansky, 1981). Elevados niveles de celulosa, hemicelulosa, lignina y/o sílice, pueden 
formar la mayor parte de la densidad de la dieta hasta el punto que los insecto s son 
incapaces de ingerir suficientes cantidades de nutrientes y agua (Bernays, 1986). 
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Además las PCs lignificadas forman tejidos más duros que son más resistentes a la 
acción de corte de las mandíbulas de los insectos (Raupp 1985). 
O. nubilalis es uno de los insectos con los que más se ha trabajado en esta área 
de estudio. El contenido en sílice, fibra neutro detergente (suma de celulosa, 
hemicelulosa y lignina) y fibra ácido detergente (suma de celulosa y lignina) en diversos 
tejidos del maíz ha sido relacionado con la resistencia a O. nubilalis (Buendgen y otros, 
1990; Coors 1987). Estudios de Beeghly y otros (1997) observaron consistentes 
correlaciones genéticas negativas entre la longitud de galerías de O. nubilalis y los 
contenidos en celulosa, hemicelulosa y lignina en vainas foliares y tallos de maíz. La 
misma asociación entre la composición de la PC y la resistencia a O. nubilalis ha sido 
observada, incluso después de varios ciclos de selección divergente para la 
concentración de fibras (Ostander y Coors, 1997). Martin y otros (2004) encontraron 
correlaciones altamente significativas entre el encamado del tallo, la resistencia a la 
penetración del tallo y el daño por la segunda generación de O. nubilalis con la 
concentración de sílice, celulosa y lignina del tallo en la caña de maíz, sugiriendo que la 
modificación en la composición de la PC juega un papel importante en el 
endurecimiento del tallo y puede contribuir en la resistencia del maíz al ataque de O. 
nubilalis. 
Más recientemente, el análisis de las regiones genómicas con efectos 
cuantitativos (QTL, acrónimo del inglés quantitative trait loci) en la longitud de galerías 
causadas por O. nubilalis y la composición de la PC, co-localizaron QTLs para ambos 
caracteres (Krakowsky y otros, 2007). Estas observaciones sugieren que algunas de las 
regiones genéticas que contienen genes relacionados con la síntesis de celulosa, 
hemicelulosa y lignina también podrían estar involucradas en la resistencia a la plaga 
del taladro. Asimismo, Ordás y otros (2010) han identificado una región de 
aproximadamente 3 cM, en el bin 9.04, como asociada a la resistencia a Sesamia 
nonagrioides. Esta misma región 9.04 fue identificada como una de las 5 regiones que 
contienen importantes factores de transcripción relacionados con el endurecimiento de 
la pared celular (Shi y otros 2007). 
En relación a otras especies de taladro, diversos trabajos han evaluado la 
composición de la PC del maíz como posibles factores de resistencia. Hedin y otros 
(1984) informaron que el contenido en hemicelulosa de los primordios foliares en las 
líneas resistentes a D. grandiosella fue mayor que en las líneas susceptibles, mientras 
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que el contenido en celulosa no variaba entre los genotipos evaluados. En 
investigaciones posteriores, el peso de las larvas parecía no estar afectado por la 
cantidad relativa de hemicelulosa en la dieta (Hedin y otros, 1996). En base a estos 
estudios, Williams y otros (1998) observaron que la cantidad relativa de hemicelulosa 
parecía estar negativamente asociada con la resistencia a S. frugiperda pero no con D. 
grandiosella. El contenido en celulosa estuvo correlacionado con los pesos de ambas 
especies de taladro en los bioensayos, pero no en los estudios de campo, y la 
concentración de lignina no estuvo asociada con la resistencia a ninguna de las especies 
de taladro evaluadas. Más recientemente, Barros-Ríos y otros (2011a) observaron una 
mayor concentración de xilosa en la PC de la médula de las líneas resistentes a O. 
nubilalis y S. nonagrioides, mientras que la concentración de glucosa y lignina no 
mostraron diferencias significativas entre grupos de resistencia. 
 La relación entre los enlaces entre polímeros de la PC y la resistencia a insectos 
fue inicialmente sugerida por Fry (1986). Los primeros estudios que observan 
correlaciones negativas entre la concentración de ADFs en primordios foliares de maíz 
y el daño causado por la larva de O. nubilalis fueron llevados a cabo por Bergvinson y 
otros (1994a, 1994b, 1995). El mecanismo de defensa propuesto inicialmente sugería 
que la fortificación de la PC mediante ADFs incrementaba la dureza de la epidermis de 
la hoja madura, haciéndola inaccesible para la larva neonata, que se vería obligada a 
alimentarse de los primordios foliares protegidos con altos niveles del antibiótico 
natural 2,4-dihidroxi-7-metoxi- l,4-benzoxacin-3-ona (DIMBOA). Una confirmación 
adicional de la función de los ADFs en la resistencia al taladro fue la observación del 
incremento en su concentración en diferentes tejidos a lo largo de varios ciclos de 
selección para incrementar la resistencia a O. nubilalis (Bergvinson, 1997). En la 
médula, la concentración de ADFs estuvo negativamente correlacionada con el número 
de túneles por tallo y en corteza, nudo y médula, las concentraciones de ADFs y p-Cum 
estuvieron negativamente correlacionadas con los parámetros de daño evaluados 
(número de larvas, número y longitud de las galerías y proporción de médula excavada 
por la larva). Esta investigación fue extendida por Ramputh (2002) que estudió la 
relación entre los ADFs en las hojas de maíz y la resistencia a D. grandiosella y a 
Diatraea saccharalis Fabricius. En este estudio, el p-Cum y ADFs estuvieron 
correlacionados positivamente con la dureza de los tejidos, y se observaron 
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correlaciones negativas entre la concentración de ADFs y el daño causado por las larvas 
de ambos insectos. 
Se ha sugerido que la generación de peróxido de hidrógeno (H2O2) en la matriz 
extracelular es necesaria para que las peroxidasas puedan unir oxidativamente los dos 
residuos de AF que forman los ADFs (Fry, 1986). Con el objetivo de incrementar la 
concentración de ADFs, se llevó a cabo una transformación genética en maíz para 
aumentar la concentración de H2O2 extracelular y evaluar la resistencia al taladro 
(Ramputh y otros, 2002). Las plantas de maíz transformado con el gen de trigo oxalato 
oxidasa (OxO), bajo control del promotor pActOXO del arroz expresaron 
constitutivamente la actividad de la enzima. En evaluaciones de campo el transgénico 
mostró sustancialmente una menor longitud de galerías que los individuos no 
transgénicos. Sin embargo, la transformación no incrementó la formación de ADFs 
como se predecía, y la resistencia fue asociada a los efectos directo s del H2O2 en la 
fisiología de los insectos. Como se ha mencionado anteriormente, parte del origen de los 
ADFs podría ser intracelular por lo que parte de la formación de ADFs podría no verse 
afectada por la acción extracelular de las peroxidasas. Posteriormente, el mismo grupo 
encontró que los transgénicos OxO generan H2O2 como respuesta de defensa 
incrementando los contenidos de ácidos fenólicos solubles y activando la ruta de 
señalización del ácido jasmónico (Mao y otros, 2007), cuyos precursores inhiben la 
capacidad de los insectos para digerir las proteínas (Farmer y Ryan, 1992). 
Estudios recientes han evaluado la concentración de ADFs como mecanismo de 
defensa frente a S. nonagrioides en médula y vaina de hojas de maíz (Santiago y otros, 
2006a, 2006b y 2008). Además se encontraron correlaciones negativas significativas 
entre el peso de las larvas alimentadas con tejidos de vaina de las hojas y su contenido 
en ADFs en seis de los siete genotipos evaluados (Santiago y otros, 2006b). El mismo 
grupo observó recientemente mayores concentraciones de ADF 8-O-4 en las líneas 
resistentes, y una correlación negativa entre la concentración de ADFs totales, ADF 8-5 
(suma de la estructura cíclica y no cíclica) y p-Cum con la longitud de galerías causadas 
por O. nubilalis y S. nonagrioides (Barros-Ríos y otros, 2011a), sugiriendo que los 
ADFs unidos por su carbono 8 podrían tener una función más importante en la defensa 
que los unidos a su carbono 5, probablemente, debido a su capacidad para formar 
enlaces intermoleculares entre las cadenas de GAX (Hatfield y otros, 1999). 
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Los genotipos evaluados en los estudios previos se limitan a un determinado 
número de líneas puras con diverso fondo genético que probablemente muestran 
diferentes mecanismos de defensa. Por consiguiente, la relación real entre el contenido 
de ADFs y la resistencia a los taladros podría estar sesgada debido a diferencias en el 
fondo genético entre los genotipos. Con el propósito de eliminar esta posibilidad, se 
evaluó la concentración de compuestos fenólicos ligados a la PC en tejidos de médula  
en varios ciclos de selección para aumentar la resistencia a S. nonagrioides de la 
población sintética EPS12 (Santiago y otros, 2008). Una vez más se asoció la mayor 
concentración de ADFs totales con la reducción en la longitud de galerías y el número 
de larvas de S. nonagrioides en el tallo. Por lo tanto, hauy reiteradas evidencias de que 
las uniones entre polímeros de la pared mediante enlaces por puentes de ácido diferúlico 
(ADF) podrían ejercer un papel significativo en la resistencia del maíz frente a la plaga 
del taladro. El desarrollo de un programa de selección para variar las concentraciones de 
ADFs totales éster unidos a la PC (ADFT) maximizando las diferencias de 
concentración en la médula -principal tejido de alimentación de las larvas- podría 
clarificar la función de estos compuestos en la resistencia al taladro. 
Sabemos que los ADFs actúan como uniones entre los polisacáridos de la PC, 
así como la importancia de éstas uniones en la degradabilidad de los polisacáridos de la 
PC, sin embargo, se desconoce: (i) cómo un cambio en la concentración de ADFT 
podría alterar la composición y degradabilidad de la PC, (ii) si la concentración de 
isómeros de ADF difiere entre los diversos tejidos de alimentación de larvas de taladro  
y la evolución en su deposición durante las etapas de madurez fisiológica de la planta, y 
(iii) si la alteración de ADFT en la médula modificar la deposición de estos compuestos 
en los distintos tejidos afectados por la plaga. Como en cualquier programa de selección 
para mejorar un carácter que sirva como criterio de selección indirecto dentro de un 
programa de mejora, es necesario conocer los efectos indirectos de la selección sobre 
caracteres agronómicos de interés tales como el rendimiento. Sobre la base de estos 
antecedentes se desarrollan los objetivos del presente estudio. 
 
 .  
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OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVOS GENERALES 
 
 Variar la concentración de ácidos diferúlicos en la pared celular de tejidos de 
médula de maíz mediante el desarrollo de un programa de selección divergente con el 
fin de: (i) corroborar el papel de los ácidos diferúlicos en la resistencia a la plaga del 
taladro (Ostrinia nubilalis Hübner y Sesamia nonagrioides Lefèbvre), y (ii) estudiar las 
respuestas agronómicas y bioquímicas correlacionadas derivadas de esta alteración. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Determinar la efectividad del programa de selección divergente desarrollado y 
sus efectos sobre la composición de la pared celular.  
b) Contestar si los efectos de la selección divergente para diferulatos se traducen en 
una mayor o menor resistencia del maíz a la plaga del taladro. 
c) Examinar los efectos de la selección divergente sobre caracteres agronómicos de 
interés. 
d) Estimar los efectos de la selección divergente en la degradabilidad de la pared 
celular. 
e) Estudiar los efectos de la selección divergente en la deposición de ácidos 
hidroxicinámicos a lo largo de la etapa de post-floración. 
f) Evaluar como la alteración de la concentración de diferulatos en la médula de 
maíz afecta a la concentración de los ácidos hidroxicinámicos en otros tejidos 
afectados por el ataque de la plaga. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1 Programa de selección divergente.  
 La progenie resultante de la fecundación del híbrido simple (F2) entre las líneas 
CO125 y PB130 constituyó el ciclo original (C0). CO125 y PB130 presentan alta y baja 
concentración en ADFs totales (ADFT), esterificados a la hemicelulosa de la PC en 
tejidos de médula de maíz, respectivamente (Santiago y otros, 2006a). La línea pura 
CO125 proviene del híbrido del Corn Belt norteamericano “Pfister 44” y la línea pura 
PB130 proviene de la variedad local española “Rojo Vinoso de Aragón”.  
La selección masal divergente se inició en 2007. Se hicieron cruzamientos en 
cadena entre al menos 150 plantas de la población F2 (el polen de la planta 1 fecundó 
los estilos de la planta 2, el polen de la planta 2 fecundó los estilos de la planta 3, y así 
sucesivamente hasta el polen de la planta 150 que fecundó los estilos de la planta 1). A 
los 55 días después de la fecundación, cuando el grano ya había alcanzado la madurez 
fisiológica, se cosecharon las mazorcas y la médula del segundo entrenudo por debajo 
de la mazorca principal de cada uno de los progenitores. La médula fue analizada para 
determinar la concentración de ADFT de la forma que se muestra en el epígrafe de 
determinaciones químicas (apartado 3.3.3). Para cada mazorca se calculó la 
concentración media de ADFT en la médula de ambos progenitores y se seleccionaron 
15 mazorcas con mayores (selección para alta concentración de ADFT) y las 15 
mazorcas con menores (selección para baja concentración de ADFT) concentraciones 
medias de ADFT en la médula del tallo, lo que supone un 10% de intensidad de 
selección en ambas direcciones. Se obtuvo una masa ponderada de granos provenientes 
de mazorcas seleccionadas que constituyeron el primer ciclo de selección divergente 
para altos (AC1) y bajos (BC1) ADFT en la médula. En 2008 se obtuvieron los 
segundos ciclos de selección divergente siguiendo la misma metodología, siendo AC1 y 
BC1 el material base para obtener AC2 y BC2, respectivamente. En cultivo de invierno 
en Chile (2008-2009), se multiplicó la semilla de C0, AC1, AC2, BC1 y BC2 y se 
evaluó en el año 2009. En este mismo año se obtuvieron AC3 y BC3, que tras ser 
recombinados en invierno en Chile (2009-2010), se evaluaron junto con el resto de los 
ciclos de selección en 2010.  
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La intensidad de selección aplicada es del 10%, por lo tanto, para evaluar con la 
misma precisión el C0 y los primeros ciclos sería necesario un número de unidades 
experimentales mucho mayor en el C0 que en los ciclos de selección. Este problema es 
de menor magnitud cuando comparamos los segundos y primeros ciclos, porque la 
variabilidad de la que partimos es menor. Debido a que el dato que se obtiene para el C0 
cuando se evalúa en las mismas condiciones que el resto de cic los puede estar sesgado 
no se incluyó este ciclo en los análisis, centrándonos en la evaluación de los ciclos C1 y 
C2 de la selección divergente.  
 
3.2 Ensayos de evaluación 
 Los dos ciclos de selección para concentraciones divergentes de ADFT en la PC 
de la médula fueron evaluados en 2009 en cuatro ambientes: dos localidades 
(Pontevedra y Zaragoza) y dos fechas de siembra (temprana, a finales de abril y tardía, a 
principios de junio). El experimento siguió un diseño en parcelas divididas con tres 
repeticiones. Los tres tratamientos (protegido con insecticida, infestado con S. 
nonagrioides, e infestado con O. nubilalis) fueron adjudicados a las parcelas 
principales, y las subparcelas incluyeron los diferentes ciclos de selección. La parcela 
elemental constó de tres surcos con 15 plantas por surco, con las plantas espaciadas 0,21 
m dentro del surco y 0,8 m entre surcos hasta lograr una densidad de unas 60.000  
plantas por hectárea. Cuando la mayoría de las parcelas del ensayo habían alcanzado la 
floración (50% de las plantas con los estilos visibles), 10 plantas de cada parcela de los 
tratamientos de infestación fueron infestadas artificialmente con la especie de taladro 
correspondiente, colocando entre el tallo y la mazorca principal una masa suficiente de 
huevos que garantizase la colonización de la plaga. Se siguieron procedimientos 
estándar para la cría y establecimiento de huevos de S. nonagrioides (Eizaguirre y 
Albajes, 1992). Los huevos de O. nubilalis fueron adquiridos al Centro de Investigación 
de Poitou-Charentes (INRA, Luisignan, Francia). En el tratamiento protegido se aplicó 
un insecticida granulado (FASTAC SC®, 2 alfa-cipermetrina, BASF AG) según las 
indicaciones del fabricante para asegurar que las plantas no sufrieran ataque.  
 Concluida la etapa de cultivo,  se cortaron los tallos de diez plantas infestadas de 
cada subparcela en los tratamientos bajo infestación y una vez abiertos 
longitudinalmente se midió la longitud de galerías provocadas por las larvas de cada 
insecto como parámetro de medición del daño causado por la plaga. Además, se 
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recogieron los principales datos agronómicos en cada subparcela: fechas de floración 
masculina y femenina (días), altura de planta (cm), porcentaje de plantas encamadas, es 
decir, postradas con el tallo roto por debajo de la mazorca principal, porcentaje de 
humedad del grano en cosecha y rendimiento de grano (en kg ha−1 ajustado a un 
contenido de humedad de 140 g kg−1).  
Entre cinco y ocho plantas del tratamiento protegido con insecticida fueron 
recogidas para realizar las determinaciones químicas que se muestran en el siguiente 
epígrafe. El segundo entrenudo por debajo de la mazorca principal fue recogido y la 
corteza manualmente separada de la médula. Las muestras se recogieron en tres tomas: 
30 y 55 días después de la floración femenina (ddf), y en cosecha (aproximadamente 70 
ddf). En base a estudios previos (Jung, 2003) a partir de los 30 días después de la fecha 
de floración femenina la elongación del tallo debería haber cesado. En todas las tomas 
se determinó la composición de ADFT, AF y p-Cum. Sobre los tejidos de médula 
recogidos 55 ddf (mismo período que el utilizado en las determinaciones del programa 
de selección) se determinó además la composición y degradabilidad de la PC. En esta 
misma toma y, únicamente, en las dos siembras de la localidad de Pontevedra, se 
recogieron además del tallo (médula y corteza separadamente), las mazorcas (incluido 
pedúnculo) y los limbos y vainas foliares del primer entrenudo por debajo de la mazorca 
principal para realizar la determinación de la concentración de AHCs en distintos tejidos 
afectados por el ataque de las larvas. Los análisis en todos los capítulos estudiados se 
refieren a la toma 55 ddf excepto en el apartado 4.5 donde se incluyeron las tres tomas.  
En el año 2010, se evaluaron nuevamente los ciclos de selección incluyendo en 
este caso también los ciclos terceros. La evaluación se realizó en las mismas localidades 
en una única fecha de siembra. El diseño experimental en ambas localidades fue en 
bloques completos al azar con tres repeticiones. La parcela experimental y las labores 
culturales fueron iguales a las realizadas en las evaluaciones de 2009. En cada parcela 
elemental, en floración se infestaron 10 plantas. En éstas mismas parcelas, se recogieron 
muestras de médula de los entrenudos de 5-8 plantas, en una única toma 55 ddf, de 
plantas que no habían sido infestadas previamente pero tampoco se protegieron con 
insecticida. 
Las muestras así obtenidas fueron congeladas a -20ºC, liofilizadas y molidas con 
un molino de rotor Pulverisette 14 (Fritsch GmbH, Oberstein, Germany) pasando a 
través de una luz de malla de 0.75 mm.  
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3.3 Determinaciones químicas 
3.3.1 Análisis de polisacáridos de la pared celular 
 Para medir los constituyentes de los polisacáridos de la PC se utilizó el método 
Uppsala para la determinación de fibra dietética (Theander y otros, 1995). El residuo 
insoluble y sin almidón fue preparado de acuerdo con Theander y Westerlund (1986). 
En 100 mg de muestra se añadieron 5ml de una solución tampón de acetato (0,1M, pH 
5,0) y 0,1ml de α-amilasa 120L estable al calor (EC 3.2.1.1, de Bacillus licheniformis, 
120 KNU/g) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) que fue calentada a 90 ºC 
durante 60 min. Después de haberse enfriado la muestra a 50 ºC, se añadieron 0,2 ml de 
amiloglucosidasa AMG 300 L (EC 3.2.1.3, de Aspergillus niger, 300 AGU/g) (Sigma) a 
cada muestra y la mezcla resultante volvió a calentarse a 60 ºC durante 3 h. Una 
cantidad suficiente de etanol 95% fue posteriormente añadida a la muestra hasta 
conseguir una concentración final de etanol del 80%, las muestras así preparadas se 
conservaron a 4ºC durante toda la noche. La preparación de PCs fue recuperada por 
centrifugación, lavada dos veces con etanol (80%) y una vez con acetona, y dejada secar 
a temperatura ambiente bajo una campana extractora. Las muestras fueron disueltas en 
ácido sulfúrico 12M, calentadas a 30ºC durante 1h, posteriormente diluidas con agua 
hasta lograr una concentración 0,3 M de ácido sulfúrico y calentadas en autoclave 
durante 1h a 117 ºC para hidrolizar los polisacáridos.  Después de la hidrólisis ácida, los 
constituyentes de los azúcares neutros (glucosa, xilosa, arabinosa, manosa, y galactosa) 
fueron filtrados y cuantificados por cromatografía de gases como derivados del acetato 
de alditol (Theander y otros, 1995). El estándar interno para corregir la variación de 
volumen fue inositol. Los datos de los azúcares neutros fueron convertidos a una base 
anhidra. Los azúcares ácidos (ácidos glucurónico, galacturónico, y 4-O-
methylglucurónico) fueron medidos como ácidos urónicos totales por el método 
colorimétrico de Ahmed y Labavitch (1977) a partir de alícuotas obtenidas de la 
solución con ácido sulfúrico 0,3 M antes del calentamiento en autoclave, usando ácido 
glucurónico como estándar de referencia. 
 
3.3.2 Análisis de lignina 
 La lignina Klason de las muestras fue determinada como el residuo insoluble de 
las dos fases de hidrólisis ácida retenida en filtros de fibra de vidrio a través de un crisol 
poroso tipo Gooch y corregida por el contenido en ceniza después de su combustión en 
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un horno mufla durante 6 h a 450 ºC. La composición de los monolignoles de la lignina 
fue determinada por pirolisis mediante cromatografía de gases acoplada a un 
espectrómetro de masas, como describen Ralph y Hatfield (1991). Los datos de 
abundancia iónica para seis compuestos siringil (S) (2,6 dimetoxifenol; 2,6-dimetoxi-4-
metilfenol; 4-etil-2,6-dimetoxifenol; 2,6-dimetoxivinilfenol; 2,6-dimetoxy-4-
propenilfenol; y siringilaldehido) y cinco compuestos guaiacil (G) (guaiacol, 4-
etilguaiacol, 4-metilguaiacol, isoeugenol y vanillina) fueron recogidos. La abundancia 
iónica para cada compuesto fue normalizada por los datos de guaiacol obtenidos para 
cada muestra y la proporción relativa S/G fue calculada posteriormente (Jung y Buxton, 
1994). 
 
3.3.3 Análisis de ácidos hidroxicinámicos de la pared celular 
 Los monómeros de AF y p-Cum éster unidos fueron extraídos a partir del mismo 
residuo insoluble en alcohol y libre de almidón con NaOH (2 M) a 39 ºC durante 24 h 
(Jung y Salita-Jones, 1990). Los extractos alcalinos fueron acidificados con ácido 
fosfórico hasta lograr un pH entre 1,5-1,6. El extracto acidificado fue filtrado a través de 
un filtro Whatman de 0,45 μm de diámetro de poro, cargado en una columna C18 de 
extracción de fase sólida (Supelco, Inc., Bellefonte, PA, USA), y lavado con 2 ml de 
una solución ácida de NaOH / ácido fosfórico (pH 2,6). Los AHCs fueron eluidos con 
dos lavados de 2,5 ml de metanol (50%) y las muestras completadas con la suficiente 
cantidad de metanol (50%) hasta un volumen final de 10 ml. Las muestras así 
preparadas fueron almacenadas a -20 °C hasta ser analizadas. Los AFs y p-Cums 
liberados por la extracción alcalina fueron analizados mediante un sistema Agilent 1100 
de cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) (Agilent Technologies, Wilmington, 
DE, USA) con un detector de diodo array acoplado y con una columna C18 Sphericorb-
ODS2 de 5μm (Waters Corp. Millford, MA, USA). Las muestras fueron eluidas con 
agua, ácido acético glacial y butanol como solventes, en una proporción de 97,7:0,3:2,0 
(vol/vol) durante 15 min, seguido de un lavado con metanol de la columna a una tasa de 
flujo de 1,8 ml min−1 (Jung y Shalita-Jones, 1990). El AF y p-Cum fueron detectados a 
320 nm y cuantificados usando el método de calibración externa del equipo 
cromatográfico. 
Los monómeros de AF totales (ésteres y éteres) de la PC fueron extraídos con 
NaOH (4 M) durante dos horas a 170 ºC a partir del residuo insoluble en alcohol y libre 
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de almidón (Iiyama y otros, 1990). Los extractos alcalinos fueron sometidos a una 
extracción de fase sólida como se ha descrito anteriormente y los AHCs cuantificados. 
La concentración de AF éter unido fue calculada como la diferencia entre los AFs 
totales y los éster unidos (Iiyama y otros, 1990). 
Los ADFs éster unidos fueron calculados en base al procedimiento previamente 
descrito por Santiago y otros (2006a) con menores modificaciones. A medio gramo de 
material seco y molido de cada muestra, un gramo en el caso del análisis de los distintos 
tejidos de alimentación larvaria, se le añadieron 30 ml de metanol (80%) y la suspensión 
fue mezclada durante 30 s con un homogeneizador (Heidolph Instruments GMBH & 
Co. KG, Schwabach, Alemania) y centrifugada a 1000 g durante 10 min. Centrifugada 
la muestra, el pellet que contenía la fracción de fenoles éster unidos incorporados en la 
PC fue digerido en 20 ml de NaOH (2 M) bajo una atmósfera de nitrógeno en oscuridad 
durante 4 h. El pH de las muestras alcalinas fue llevado a 2,0 con HCl (6 M). Después 
de centrifugado, el sobrenadante fue recogido y el pellet lavado dos veces con 10 ml de 
agua destilada. Los sobrenadantes recogidos fueron reunidos y la mezcla se extrajo dos 
veces con 40 ml de etilacetato. Las fracciones orgánicas recogidas fueron secadas en 
una secadora de vacío (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) durante 5 h y el 
extracto final disuelto en 1.5 ml (3 ml en el caso del análisis de los distintos tejidos) de 
etanol de óptimo grado para HPLC. Todos los extractos se almacenaron a -20 °C hasta 
ser analizados. Las muestras fueron filtradas a través de un filtro de tetrafluoroetileno 
(Chromatographic Specialties, Brockville, ON, Canada) de 0.2 μm de diámetro de poro 
previo a su análisis. Los análisis se llevaron a cabo con un equipo HPLC 2690 Waters 
(Waters, Milford, MA, USA) con módulo de separación, detector de diodos 996 Waters, 
y una columna YMC ODSAM (100 × 2 mm i.d.; 3 μm de tamaño de partícula). Las 
condiciones de elución incluyeron una fase móvil de acetonitrilo (Solvente A) y ácido 
trifluoroacetico (0,05%) en agua (Solvente B) con el siguiente programa: condiciones 
iniciales 10:90 (A/B), cambiando linealmente a 30:70 en 3,5 min, 32:68 en 6,5 min, 
100:0 en 4 min, solución isocrática 100:0 durante 4,5 min, y volviendo finalmente a las 
condiciones iniciales en 3 min. El flujo de la fase móvil fue de 0,3 ml min−1, el tiempo 
total de análisis de 21,5 min y el volumen de inyección de las muestras de 4 μL.  
Los tiempos de retención y los espectros UV fueron comparados con los 
obtenidos en preparaciones estándar frescas de ADF 5-5 amablemente cedidas por el 
grupo del Dr. J.T. Arnason (Universidad de Ottawa, Ontario, Canadá). La absorción del 
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espectro UV para otros ADFs fue comparada con datos publicados previamente 
(Waldron y otros, 1996) y la cuantificación fue realizada a 325 nm de absorbancia. Los 
ADFs totales (ADFT) fueron calculados como la suma de los cuatro ADFs identificados 
y cuantificados: ADF 8-5 no-cíclico y ADF 8-5 cíclico, ADF 8-O-4, y ADF 5-5. En la 
presentación de datos se muestra la concentración de ADF 8-5 como la suma de las 
formas 8-5 no cíclico y 8-5 cíclico ya que se ha informado que la forma 8-5 no cíclica 
puede ser un producto de la hidrólisis alcalina de la forma cíclica, que es la única que 
ocurre naturalmente en las PCs de las plantas (Ralph y otros, 1994).  
 
3.3.4 Análisis de degradabilidad 
 La degradabilidad de los polisacáridos de la PC fue determinada mediante 
incubaciones in vitro con microbios del rumen. Las muestras (200 mg) fueron incubadas 
con 30 ml de una solución tampón con un 20% de fluido ruminal (v/v) (McDougall, 
1948). El fluido ruminal fue recolectado aproximadamente 4 h después de alimentar a 
una vaca Holstein lactante y fistulada con una ración mixta de heno de alfalfa, ensilado 
de maíz, y una mezcla de concentrados. Las incubaciones fueron llevadas a cabo en 
tubos de centrifuga con tapa de rosca de 50 ml. Las muestras fueron incubadas a 39 ºC 
en un baño de agua durante 24 y 96 h con agitación periódica. A la conclusión de las 
incubaciones las muestras fueron congeladas a -20 ºC y liofilizadas. En los residuos 
secos de las incubaciones in vitro se determinaron los constituyentes de los 
polisacáridos de la PC (glucosa, xilosa, arabinosa, manosa, galactosa y ácidos urónicos) 
como se ha descrito anteriormente. La cantidad de polisacáridos de la PC añadidos a las 
incubaciones con el inóculo de fluido ruminal fue determinada incubando tubos control 
que solamente contenían el fluido ruminal y la solución tampón. La degradabilidad total 
de los polisacáridos de la PC (suma de los residuos de todos los monosacáridos) y de los 
constituyentes individuales, fue calculada usando los datos de composición de la PC de 
cada muestra (Jung y Casler, 2006). Debido a que las concentraciones de manosa y 
galactosa en la PC fueron relativamente bajas (<10 g kg−1 materia seca) la 
degradabilidad de estos monosacáridos no pudo ser determinada con precisión, sin 
embargo, sí se incluyeron en los cálculos de la degradabilidad total de los polisacáridos 
de la PC. 
La concentración total de la PC fue calculada como la suma de glucosa, xilosa, 
arabinosa, manosa, galactosa, ácidos urónicos, lignina Klason, AF total y p-Cum éster 
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unidos. Los ADFT no fueron incluidos en la suma debido a su baja contribución a la 
concentración total de la PC. Aunque la mayoría de los análisis fueron realizados por 
duplicado, debido a la limitada cantidad de tejido aislado solo se hizo una réplica de 
laboratorio para la determinación de la proporción S/G. En el análisis de ADFs el 20% 
de las muestras fueron analizadas por duplicado. Experiencias previas han demostrado 
que la repetibilidad de los métodos analíticos de ADF y S/G es elevada. Todos los datos 
fueron corregidos en base a la materia seca de las muestras después de haber sido 
completamente deshidratadas a una temperatura de 100 ºC durante una noche. 
 
3.3.5 Análisis estadístico 
Se realizaron los análisis de varianza individuales y combinados con las fuentes 
de variación apropiadas, considerándose un ambiente la combinación siembra–
localidad. Las variables clasificatorias fueron ambiente, repetición, toma, tejido, 
tratamiento y ciclo de selección. Ambiente y repetición fueron considerados factores 
aleatorios y tomas, tejido, tratamientos y ciclo de selección como factores fijos. En el 
análisis de la distribución de ADFs en los distintos tejidos, los ciclos fueron 
considerados anidados dentro de los tejidos. La mínima diferencia significativa 
protegida de Fisher fue usada en todas las comparaciones de medias. Se llevaron a cabo 
varios análisis de regresión lineal simple con los residuos resultantes de eliminar los 
efectos debidos a ambiente y repetición (ambiente). De este modo, el coeficiente de 
regresión genético (Rg
2) representa el porcentaje de la variación genética de la variable 
dependiente que explicó la variación observada en la variable independiente.  
Estudiamos la eficacia directa del programa de selección, medida como el cambio de la 
concentración de ADFT por ciclo utilizando como covariable los ciclos de selección, y 
las posibles respuestas indirectas en la resistencia a la plaga del taladro, en la 
concentración, composición y degradabilidad de la PC y en diversos caracteres 
agronómicos usando como covariable los ciclos de selección o la concentración de 
ADFT. Todos los análisis estadísticos fueron realizados usando el programa informático 
SAS (SAS Institute, 2007). 
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4.1 Selección divergente la concentración de ácidos diferúlicos totales y efectos en 
la composición de la pared celular en tejidos de médula de maíz  
 
4.1.1 Respuesta directa a la selección divergente  
Análisis de varianza y comparación de medias 
 Se observaron diferencias significativas entre los ciclos de selección divergente 
AC1, AC2, BC1 y BC2 para las concentraciones de ADF 5-5 y ADFT, ninguno de los 
ADF individuales ni los ADFT mostraron interacciones ciclo × ambiente significativas 
(Tabla 4.1.1). Cuando se incluyeron AC3 y BC3 en las evaluaciones, se encontraron 
diferencias significativas entre ciclos para la concentración de ADFT, ADF 8-5 y ADF 
8-O-4, pero no se detectaron diferencias para ADF 5-5. La interacción con el ambiente 
tampoco fue significativa ni para los ADFT ni para ninguno de los isómeros (Tabla 
4.1.1).  
 Tras dos ciclos de selección divergente, los ciclos en la dirección de bajos ADFT 
(BC) mostraron una menor concentración de ADFT que los ciclos en la dirección de 
altos ADFT (AC), sin embargo, BC1 no difirió significativamente de ninguno de los 
ciclos AC. La concentración del ADF 5-5 mostró una tendencia similar a la observada 
para los ADFT, aunque en este caso BC1 difirió significativamente de AC1. En la 
evaluación de tres ciclos de selección divergente, las medias de las concentraciones de 
ADFs muestran que se ha logrado modificar significativamente las concentraciones de 
ADFs en la médula de maíz, sin embargo, AC2 muestra concentraciones más bajas de 
las esperadas para todos los ADFs. La concentración de ADFT en AC3 alcanzó 0,557 g 
kg−1de materia seca, mientras que BC3 alcanzó 0,424 g kg−1de materia seca, una 
concentración un 31% menor (Tabla 4.1.2). 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
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Tabla 4.1.1. Cuadrados medios de las principales fuentes de variación del análisis de 
varianza para la concentración de ácidos diferúlicos (g kg−1 de materia seca) en tejidos 
de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro 
ambientes protegidos con insecticida y tres ciclos de selección divergente en dos 
ambientes bajo condiciones de infestación natural.  
Fuente de variación  g.l.a ADFT b ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
Evaluación de dos ciclos      
Ciclo 3 0,0095* 0,0015 0,0005 0,0016** 
Ciclo x Ambiente 9 0,0047 0,0006 0,0006 0,0006 
Error 22 0,0026 0,0006 0,0003 0,0003 
Evaluación de tres ciclos      
Ciclo 5 0,0201*** 0,0039* 0,0025*** 0,0013 
Ciclo x Ambiente 5 0,0015 0,0010 0,0003 0,0004 
Error 19 0,0030 0,0010 0,0002 0,0009 
a
 g.l., grados de libertad. 
b
 ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los  tres isómeros..  
*, **, *** Nivel de probabilidad del 0,05; 0,01 y 0,001, respectivamente.  
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Tabla 4.1.2. Comparación de medias para la concentración de ácidos diferúlicos (g kg−1 
de materia seca) en tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de 
selección divergente en cuatro ambientes protegidos con insecticida y tres ciclos de 
selección divergente en dos ambientes bajo condiciones de infestación natural.  
Ciclo de selección d ADFTe ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
Evaluación de dos ciclos     
AC2 0,323a 0,139 0,085 0,099ab 
AC1 0,333a 0,143 0,090 0,100a 
BC1 0,305ab 0,129 0,090 0,086bc 
BC2 0,278b 0,121 0,078 0,079c 
MDS 0,044 - - 0,014 
Evaluación de tres ciclos     
AC3 0,557a 0,274ª 0,164a 0,119 
AC2 0,455bc 0,237ab 0,137b 0,081 
AC1 0,527a 0,261ª 0,169a 0,097 
BC1 0,516ab 0,265ª 0,155a 0,096 
BC2 0,419c 0,212b 0,121b 0,086 
BC3 0,424c 0,222b 0,124b 0,078 
MDS (P < 0,05) 0,066 0,038 0,017 - 
abc 
Las medias con la misma letra en el superíndice no difieren significativamente (P < 0,05) de acuerdo 
con la mínima diferencia significativa (MDS) protegida de Fisher. Para cada variable analizada las 
comparaciones dentro de cada evaluación son independientes . 
 
d 
Ciclo (C) de selección en la d irección de altos ADFT (A) AC1, AC2, AC3 y ciclos  de selección en la 
dirección de bajos ADFT (B), BC1, BC2, BC3.  
e
 ADFT, ácidos diferú licos totales, suma de los tres isómeros.  
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Análisis de Regresión 
 Los coeficientes de regresión lineal fueron significativos en las evaluaciones de 
dos y tres ciclos de selección divergente lo que indica que la selección fue eficaz para 
variar la concentración en ADFT en la médula de maíz. La variación genética de los 
ciclos de selección explicó el 34% y el 46% de la variación observada en la 
concentración de ADFT, lo que supone una variación en 0,015 y 0,017 g kg−1 de 
materia seca por ciclo, en las evaluaciones de dos y tres ciclos de selección divergente, 
respectivamente. En cuanto a los isómeros individuales, el ADF 5-5 en la evaluación de 
dos ciclos y el ADF 8-O-4 en la evaluación de tres ciclos mostraron un coeficiente de 
regresión lineal altamente significativo (P < 0,001). El coeficiente de regresión lineal de  
ADF 8-5 fue sólo significativo (P < 0,05), pero lo fue en ambas evaluaciones (Tabla 
4.1.3).    
 
Tabla 4.1.3. Regresión lineal de la concentración de de ácidos diferúlicos (g kg−1 de 
materia seca) en tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos y tres ciclos de 
selección divergente considerando los ciclos de selección  como variable independiente. 
Evaluación Na VDb Origen Coeficiente b VIc Pr < Fd Rg
2 
Dos ciclos 36 ADFT 0,363 0,015 Ciclos 0,009 0,34 
  ADF 8-5 0,147 0,006 Ciclos 0,013 0,40 
  ADF 5-5 0,114 0,006 Ciclos 0,001 0,44 
Tres ciclos 48 ADFT 0,467 0,017 Ciclos 0,002 0,46 
  ADF 8-5 0,245 0,007 Ciclos 0,011 0,37 
  ADF 8-O-4 0,138 0,006 Ciclos 0,001 0,50 
a
 N, número de observaciones. 
b
 VD, variab le dependiente ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los tres isómeros. 
d 
F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la h ipótesis nula, Pr, p robabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético 
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4.1.2 Efectos de la selección divergente sobre la composición de la pared celular. 
Análisis de varianza y comparación de medias.  
 La concentración total de la PC y de los constituyentes de polisacár idos glucosa, 
manosa y ácidos urónicos relativizados a materia seca mostraron diferencias 
significativas entre los dos ciclos de selección divergente. Sin embargo, ninguno de los 
fenoles de la PC mostró diferencias significativas entre ciclos, aunque s í se observaron 
diferencias en la proporción siringil a guaiacil del polímero de lignina (Tabla 4.1.4.a). 
Los ciclos AC presentaron numéricamente menor concentración total de la PC que los 
ciclos BC lo que se refleja en la concentración de glucosa, manosa, y ácidos urónicos. 
Esta diferencia fue significativa cuando comparamos AC1 con los ciclos BC. Los ciclos 
AC2 y BC1 mostraron una mayor proporción de unidades siringil (S) de la lignina que 
los ciclos AC1 y BC2 (Tabla 4.1.5.a).  
 También evaluamos los datos de composición proporcional de cada componente 
en base a la concentración total de la PC. En este caso, los ciclos de selección mostraron 
diferencias significativas para las proporciones de glucosa, xilosa, y AF éster y 
éterificado (Tabla 4.1.4.b). La proporción de glucosa en la PC fue mayor en los ciclos 
BC, aunque la diferencia solo fue significativa cuando comparamos el ciclo AC1 con 
los ciclos BC, y la proporción de xilosa fue menor en BC2 que en los demás ciclos de 
selección. La proporción de AF éter fue significativamente mayor en los ciclos AC que 
en los BC y la proporción de AF éster mostró la misma tendencia aunque la diferencia 
solo fue significativa cuando comparamos AC1 con los ciclos BC (Tabla 4.1.5.b).
 La interacción ciclo x ambiente fue significativa únicamente para la 
concentración de AF éter relativizado a materia seca. Aunque se observó cierta 
tendencia a una menor concentración de AF éter en el ciclo BC2 de la siembra temprana 
en ambas localidades, los ciclos BC2 y AC2 no mostraron diferencias significativas en 
las siembras tardías (datos no mostrados).  
 A lo largo de todos los ciclos de selección la glucosa fue el constituyente 
predominante de los polisacáridos de la PC (37-47%), seguido de la xilosa (20-26%), 
ácidos urónicos (3-5%), arabinosa (3-5%), galactosa (1-3%) y manosa (1-2%). Los 
análisis mostraron que el p-Cum fue el AHC más abundante en el tejido de médula de 
todos los ciclos de selección (1,9-3,1% de toda la PC) con el AF éter y éster presentes 
en cantidades menores (0,5-1,0% y 0,4-0,8% de toda la PC, respectivamente). En 
conjunto, todos los monómeros de los compuestos fenólicos sumaron menos del 5% del 
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total de la PC y los dímeros de ADFs solo representaron entre 0,03% y el 0,11% de la 
PC de la médula de los ciclos de selección evaluados. El contenido en lignina representó 
el 17-26% de todo el material de la PC y las unidades S fueron más abundantes que las 
unidades G de la lignina en todos los ciclos de selección (Tablas 4.1.2, 4.1.5.a y 
4.1.5.b). 
 
Tabla 4.1.4.a. Cuadrados medios de las principales fuentes de variación del análisis de 
varianza para la concentración y composición de la pared celular (g kg−1 de materia 
seca) en tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección 
divergente en cuatro ambientes.  
  Fuente de variación 
  Ciclo Ciclo x Amb Error 
Concentración total de la pared celular   12674* 6403 3339 
Constituyentes de Polisacáridos      
Glucosa  1098* 1447 771 
Xilosa  594 553 268 
Arabinosa  13 6 7 
Manosa  0,86* 0,12 0,26 
Galactosa  2 0,61 6 
Ácidos urónicos  25* 9 6 
Fenoles      
Ferulato éster  0,10 0,09 0,05 
Ferulato éter  0,44 0,50* 0,18 
p-Cumarato éster  4 3 12 
Lignina     
Lignina Klason  254 212 128 
Proporción siringil/guaiacil   0,040** 0,015 0,007 
 Ciclo, 3 grados de libertad (g.l.); Ciclo x Amb, interacción de los ciclos con los ambientes, 9 g.l.; Error, 
22 g.l. 
*, ** Nivel de probabilidad del 0,05 y 0,01, respectivamente.  
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Tabla 4.1.4.b. Cuadrados medios de las principales fuentes de variación del análisis de 
varianza para la concentración proporcional de los componentes de la pared celular en 
tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en 
cuatro ambientes. 
  Fuente de  Variación  
  Ciclo Ciclo x Amb Error 
Constituyentes de Polisacáridos      
Glucosa  1396** 144 192 
Xilosa  332* 112 81 
Arabinosa  3 14 20 
Manosa  1 1 2 
Galactosa  2 4 7 
Ácidos urónicos  4 2 7 
Fenoles      
Ferulato éster  3** 1 1 
Ferulato éter  5*** 1 1 
p-Cumarato éster  10 2 5 
Lignina     
Lignina Klason  540 433 270 
 Ciclo, 3 grados de libertad (g.l.); Ciclo x Amb, interacción de los ciclos con los ambientes, 9 g.l.; Error, 
22 g.l. 
*, **, *** Nivel de probabilidad del 0,05; 0,01 y 0,001, respectivamente.  
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Tabla 4.1.5.a. Comparación de medias para la concentración y composición de la pared celular (PC) (g kg−1 de materia seca) en tejidos de médula 
de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes. 
Ciclosd Total PC 
Constituyentes de los polisacáridos  Composición fenólica   Lignina 
Glucosa Xilosa Arabinosa Manosa Galactosa 
Ácidos 
urónicos 
  
Ferulato 
 éster 
Ferulato 
 éter 
p-Cumarato 
 éster 
 Lignina  
Klason 
S/Ge 
AC2 490bc 210bc 118 17 3,9b 5,4 20b  2,63 3,91 12,39  97 1,16a 
AC1 464c 193c 109 17 4,0b 5,5 19b  2,77 3,77 11,80  98 1,08b 
BC1 539a 234a 126 19 4,5a 6,2 23a  2,60 3,92 13,20  106 1,19a 
BC2 516ab 228ab 117 18 4,3ab 6,1 21ab  2,57 3,51 12,23  104 1,07b 
MDS (P < 0,05) 49 23 - - 0,4 - 2  - - -  - 0,07 
abc 
Las medias dentro de una mis ma columna que comparten letra no  son significat ivamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
d 
Ciclos (C) de selección en la dirección de altos ADFT (A) AC1, AC2 y ciclos de selección en la dirección de bajos ADFT (B), B C1, BC2. 
e S/G, proporción siringil a guaiacil del polímero de lignina.  
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Tabla 4.1.5.b. Comparación de medias para la proporción de los componentes de la pared celular (PC) (% de PC) en tejidos de médula de maíz 
en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes. 
Ciclosd 
 Constitutentes de los polisacáridos  Composición fenólica  
Lignina  
Klason  Glucosa Xilosa Arabinosa Manosa Galactosa 
Ácidos 
urónicos 
  
Ferulato 
 éster 
Ferulato 
 éter 
p-Cumarato 
 éster 
 
AC2  42,4bc 23,8a 3,5 0,8 1,2 4,1  0,55ab 0,80a 2,54  20 
AC1  41,3c 23,3a 3,6 0,9 1,2 4,2  0,60a 0,81a 2,53  21 
BC1  43,4ab 23,3a 3,5 0,9 1,2 4,2  0,49c 0,73b 2,44  20 
BC2  43,8a 22,6b 3,5 0,9 1,3 4,2  0,51bc 0,67b 2,34  20 
MDS (P < 0,05)  11,7 0,8 - - - -  0,06 0,06 -  - 
abc 
Las medias dentro de una mis ma columna que comparten letra no  son significat ivamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
d 
Ciclos (C) de selección en la dirección de altos ADFT (A) AC1, AC2 y ciclos de selección en la dirección de bajos ADFT (B), BC1, BC2.  
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Análisis de regresión 
Cuando los componentes fueron expresados como proporción de materia seca, la 
concentración de ADFT explicó el 53% y el 28% de la variación genética observada en 
la concentración de AF éster y éter, respectivamente. El coeficiente de regresión fue 
positivo para ambas variables. Los ciclos de selección explicaron el 54%, 46%, 27%, 
26% y 20% de la variación genética observada en la concentración de manosa, 
galactosa, glucosa, ácidos urónicos y total de la pared celular. Todos ellos mostraron un 
coeficiente de regresión negativo.  
Cuando los componentes se expresaron como proporción de PC, además del AF éster y 
eterificado, mostraron una regresión significativa el p-Cum esterificado y la glucosa. La 
concentración de ADFT explicó el 51%, 43% y 37%, de la variación observada en la 
concentración de p-Cum éster, AF éster y AF éter, respectivamente, todos con 
coeficientes de regresión positivos. Además, los ADFT explicaron el 41% de la 
variabilidad en la proporción de glucosa con un coeficiente de regresión negativo. 
Cuando se consideran los ciclos de selección como variable independiente además de la 
glucosa, p-Cum éster, AF éster y AF éter, la concentración de xilosa muestra un 
coeficiente de regresión lineal positivo significativo  (Tabla 4.1.6). 
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Tabla 4.1.6 Regresión lineal para la concentración de los componentes de la pared 
celular (en g kg−1 de materia seca y g kg−1 pared celular) en tejidos de médula de maíz 
en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes considerando 
la concentración de ácidos diferúlicos totales (ADFT) y los ciclos de selección como 
variables independientes. 
Variable dependientea Origen Variable independienteb Coeficiente b  Pr < F
c Rg
2 
  g kg−1 de materia seca    
AF éster 2,13 ADFT 2,14 0,002 0,53 
AF éter 2,99  3,55 0,007 0,28 
 
Manosa 3,90 Ciclo -0,13 0,006 0,54 
Galactosa 4,89  -0,21 0,03 0,46 
Glucosa 229,85  -7,60 0,015 0,27 
AU 19,82  -0,57 0,03 0,26 
Total PC 519,31  -12,73 0,04 0,20 
  g kg−1 de pared celular     
p-Cum 21,15 ADFT 7,22 0,02 0,51 
AF éster 3,06  3,64 0,002 0,43 
Glucosa 488,50  -66,32 0,002 0,41 
AF éter 5,63  3,73 0,003 0,37 
 
AF éter 8,22 Ciclo 0,33 0,001 0,69 
p-Cum 26,18  0,48 0,01 0,55 
Glucosa 442,27  -4,71 0,001 0,48 
Xilosa 239,10  2,54 0,006 0,39 
AF éster 5,60  0,19 0,01 0,29 
a 
ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los tres isómeros; Ciclo, ciclo de selección divergente para 
ADFT, asignamos los valores 2, 1, -1 y -2 para los ciclos AC2, AC1, BC1 y BC2, respectivamente. 
b
 AF éster, AF éter, ácido ferúlico éster y éter unidos a la pared celular. Total PC, concentración total de 
la pared celular, fue la suma de todos los componentes de la PC excepto los ADFs; AU, ácidos urónicos; 
p-Cum, ácido p-cumárico éster unido a la pared celular.  
c
 F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la hipótesis nula, Pr, probabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético. 
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4.2 Efectos de la selección divergente para ácidos diferúlicos en la resistencia a la 
plaga del taladro. 
 
Análisis de varianza y comparación de medias 
 La evaluación de la longitud de galerías producidas por la plaga del taladro en 
los dos primeros ciclos de selección divergente fue llevada a cabo en dos localidades, 
dos fechas de siembra y bajo condiciones de infestación artificial con ambas especies de 
taladro. Sin embargo, la evaluación de la longitud de galerías en ensayos con tres ciclos 
de selección divergente fue llevada a cabo en dos localidades, una fecha de siembra y 
bajo condiciones de infestación artificial con la especie de taladro más abundante en 
cada localidad (Pontevedra con S. nonagrioides y Zaragoza con O. nubilalis). El 
ANOVA para la longitud de galerías causadas por ambas especies de taladro en 
evaluaciones de dos ciclos de selección divergente mostró interacciones ciclo x 
ambiente significativas. Sin embargo, cuando se evaluaron los tres ciclos de selección se 
observaron diferencias significativas entre ciclos y no hubo interacción ciclo x 
ambiente. En este último caso, las diferencias en longitud de galerías entre los ciclos 
evaluados no dependen de la especie de taladro utilizada (Tabla 4.2.1).  
 La comparación de medias para la longitud de galerías ocasionadas por ambas 
especies de taladro en las evaluaciones de los dos primeros ciclos de selección 
divergente refleja que la interacción ciclo x ambiente fue debida a un inconsistente 
ordenamiento de los ciclos dentro de cada ambiente (Tabla 4.2.2.a). El contraste entre la 
media general de la longitud de galerías causada por S. nonagrioides y O. nubilalis 
observada en evaluaciones de los dos ciclos divergentes a lo largo de los ambientes 
(25,1 cm vs. 27,1 cm) no fue significativo (P < 0,05). Cuando se evaluaron los tres 
ciclos de selección, la longitud de galerías combinada observada para BC3 y AC2 fue 
significativamente mayor que en los demás ciclos de selección. Como se ha mostrado 
previamente, el marcado incremento de la longitud de galerías en AC2 coincide con una 
inesperada baja concentración de ADFT observada en este ciclo (Tabla 4.2.2.b).  
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Tabla 4.2.1. Cuadrados medios del análisis de varianza para la longitud de galerías 
caudas por la plaga del taladro O. nubilalis (Ost) y S. nonagrioides (Ses) en 
evaluaciones de dos y tres ciclos de selección divergente en cuatro (combinación 
siembra-localidad) y dos ambientes (localidad), respectivamente.  
 Evaluación de dos ciclos  Evaluación de tres ciclos 
Fuente de Variación g.l.a LG Ost.b LG Ses  g.l.  LGT 
Ciclo 3 401 31  5 139** 
Ciclo x Ambiente 9 161** 122**  5 30 
Error 22 38 32  19 22 
a 
g.l., grados de libertad. 
b
 LG Ost., longitud de galerías causadas por Ostrinia nubilalis ; LG Ses., longitud de galerías causadas 
por Sesamia nonagrioides ; LGT, longitud de galerías causada por ambas especies de taladro. 
 ** Nivel de probabilidad del 0,01.  
 
Tabla 4.2.2.a. Comparación de medias para la longitud de galerías (cm) causadas por la 
plaga del taladro en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro 
ambientes. 
                Zaragoza              Pontevedra 
Cicloc   Temprana Tardía Temprana Tardía 
Longitud de galerías O. nubilalis 
AC2 39,3a 26,8b 15,8ab 33,3 
AC1 31,4ab 28,4b 20,7a 28,5 
BC1 21,8b 38,2a 20,8ab 26,0 
BC2 26,6b 31,0b 13,4b 31,9 
MDS (P < 0,05) 10,0 6,1 12,0 - 
Longitud de galerías S. nonagrioides 
AC2 36,1a 42,5a 15,7 35,0a 
AC1 27,9b 47,8a 19,8 21,9ab 
BC1 22,2b 12,7b 13,5 26,1ab 
BC2 23,9b 38,0a 16,0 16,1b 
MDS (P < 0,05) 7,7 21,1 - 17,7 
ab 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
c 
Ciclo, ciclos de selección en la dirección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
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Tabla 4.2.2.b. Comparación de medias para la concentración de ácidos diferúlicos 
totales (g kg−1 de materia seca) en tejidos de médula (ADFT) y la longitud de galerías 
(cm) causadas por la plaga del taladro en evaluaciones de dos y tres ciclos de selección 
divergente en cuatro y dos ambientes, respectivamente. 
 Evaluación de dos ciclos Evaluación de tres ciclos 
Ciclod   ADFT LG Ost.e LG Ses ADFT LGT 
AC3 - - - 0,557a 22,6b 
AC2 0,323a 28,8 31,4 0,455bc 33,9a 
AC1 0.333a 27,3 27,7 0,527a 25,8b 
BC1 0.305ab 26,7 19,1 0,516ab 24,5b 
BC2 0.278b 25,7 22,2 0,419c 22,6b 
BC3 - - - 0,424c 31,7a 
MDS (P < 0,05) 0,044 - - 0,066 5,7 
abc 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
d
 Ciclo, ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
e 
LG Ost., longitud de galerías causadas por Ostrinia nubilalis ; LG Ses., longitud de galerías causadas por 
Sesamia nonagrioides ; LGT, longitud de galerías causada por ambas especies de taladro. 
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Análisis de Regresión 
 El 46% de la variación genética observada en la longitud de galerías de los tres 
ciclos de selección fue explicada por la concentración en ADFT. Además, se llevaron a 
cabo varios análisis de regresión incluyendo como variable independiente las 
concentraciones individuales de cada uno de los isómeros de ADF, en los que la 
concentración de ADF 8-5 explicó el 37% de la variación genética observada en la 
longitud de galerías. Ambas variables mostraron un coeficiente de regresión lineal 
negativo (Tabla 4.2.3). 
 
Tabla 4.2.3. Resultados del análisis de regresión lineal de la longitud de galerías (cm) 
producidas por la plaga del taladro en evaluaciones de tres ciclos de selección 
divergente en dos ambientes, considerando la concentración de ácidos diferúlicos en 
tejidos de médula de maíz (g kg−1 de materia seca) como variable independiente.  
Evaluación Na VDb Origen Coeficiente b VIc Pr < Fd Rg
2 
Tres ciclos 36 LGT 50,08 -33,03 ADFT 0,04 0,46 
 36 LGT 49,86 -62,07 ADF 8-5 0,04 0,37 
a
 N, número de observaciones. 
b
 VD, variab le dependiente; LGT, longitud de galerías producida por ambas especies de taladro 
combinada. 
c 
VI, variable independiente; ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los cuatro isómeros. 
d 
F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la h ipótesis nula, Pr, probabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético.
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4.3 Respuestas agronómicas asociadas al programa de selección divergente para 
ácidos diferúlicos. 
 
Análisis de varianza y comparación de medias.  
 En las evaluaciones de dos ciclos de selección divergente el rendimiento en 
grano fue el único carácter agronómico que mostró diferencias significativas entre 
tratamientos (protegido con insecticida, infestado con S. nonagrioides, e infestado con 
O. nubilalis); mientras que la interacción tratamiento x ambiente fue significativa para 
todos los caracteres, excepto para el encamado del tallo. Los ciclos de selección 
mostraron diferencias significativas en floración femenina, altura de planta y 
rendimiento, además, la floración masculina y el porcentaje de humedad del grano en 
cosecha mostraron interacción tratamiento x  ciclo. Ninguno de los caracteres 
agronómicos estudiados mostró interacción ciclo x ambiente y únicamente el 
rendimiento en grano mostró interacción tratamiento x ciclo x ambiente significativa 
(Tabla 4.3.1). 
 
Tabla 4.3.1. Cuadrados medios del análisis de varianza para los caracteres agronómicos 
de interés medidos en tres tratamientos y dos ciclos de selección divergente evaluados 
en cuatro ambientes. 
Fuente de 
variación a 
g.l.  b Flomasc Flofem Alplan Encam Humed Rendim 
Trat 2 12 18,9 813 651 0,8 5,29*** 
Trat x Amb 6 10*** 8,2* 502* 665 1,5* 2,3*** 
C 3 0,8 6,6*** 2972*** 493 0,6 5,9* 
Trat x C 6 2,1* 0,66 140 502 1,3* 1,5 
C x Amb 9 1,5 0,61 45 21 1,0 1,1 
Trat x C x Amb 18 0,9 1,08 63 240 0,7 1,2* 
Error 88 0,9 1,08 94 255 0,5 0,3 
a
 Trat, tratamientos evaluados, protegido con insecticida, e infestados con Ostrinia nubilalis Hüb. y 
Sesamia nonagrioides Lef.; Amb, ambiente; C, ciclo de selección divergente. 
b
 g.l., grados de libertad. 
c
Flomas, floración masculina (d); Flo fem, floración femenina (d ); Alplan , altura de p lanta (cm); Encam, 
encamado de tallo (%); Humed, humedad del grano en cosecha (%); Rendim, rendimiento en grano al 
14% de humedad (Mg ha
−1
). 
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*, *** Nivel de probabilidad del 0,05 y 0,001, respectivamente. 
El rendimiento de grano en el tratamiento protegido fue numéricamente mayor 
que en los tratamientos infestados. Esta diferencia de rendimiento fue significativa 
cuando se comparó el tratamiento protegido con el infestado con O. nubilalis (Tabla 
4.3.2). En relación a la interacción tratamiento x ambiente, en la siembra tardía de 
Zaragoza, las plantas del tratamiento protegido con insecticida fueron uno o dos días 
más tardías en floración masculina que las plantas de los tratamientos infestados, sin 
embargo, en la localidad de Pontevedra, las plantas del tratamiento infestado con O. 
nubilalis fueron entre uno y tres días más tardías en floración masculina y femenina que 
las de los demás tratamientos. Las plantas del tratamiento protegido con insecticida en 
la siembra tardía de Pontevedra fueron significativamente más altas que las de los dos 
tratamientos infestados, mientras que no se observaron diferencias significativas en los 
demás ambientes. En la siembra temprana de Zaragoza, la humedad del grano en 
cosecha fue mayor en el tratamiento protegido con insecticida, mientras que en la 
siembra temprana de Pontevedra fue mayor en el tratamiento infestado con S. 
nonagrioides. Además, el rendimiento en grano solo mostró diferencias significativas 
entre tratamientos en las siembras tardías: en la localidad Zaragoza, el rendimiento del 
tratamiento infestado con O. nubilalis fue menor que en los demás tratamientos y en 
Pontevedra el tratamiento protegido mostró un mayor rendimiento que los dos 
tratamientos infestados (Tabla 4.3.3). 
 
Tabla 4.3.2. Comparación de medias entre tratamientos para los caracteres agronómicos 
de interés en la evaluación de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes.  
Tratamientoc Flomasd Flofem Alplan Encam Humed Rendim 
 ---- (días) ---- (cm) ---- (%) ---- (Mg ha−1) 
Protegido 61,5 61,5 154 19,0 17,7 6,22a 
Infestado Ost. 62,1 62,6 146 22,2 17,7 5,18b 
Infestado Ses. 61,1 61,6 151 29,2 17,8 5,99a 
MDS (P < 0,05) - - - - - 0,49 
ab 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
c 
Protegido con insecticida, infestado con O. nubilalis (Ost.) e infestado con S. nonagrioides (Ses.)
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d 
Flomas, floración masculina; Flofem, floración femenina; Alplan, altura de planta; Encam, encamado de 
tallo; Humed, humedad del grano en cosecha; Rendim, rendimiento en grano al 14% de humedad.  
Tabla 4.3.3. Comparación de medias de la interacción tratamiento x ambiente para los 
caracteres agronómicos de interés evaluados en dos ciclos de selección divergente.  
Tratamientog Flomash Flofem Alplan Humed Rendim 
Zaragoza, siembra temprana 
Protegido 62,3d 63,3d 130e 18,2ab 5,50cde 
Infestado Ost. 62,4d 63,7d 126e 17,5cd 4,96e 
Infestado Ses. 62,1d 63,2d 128e 17,5cd 5,06de 
Zaragoza, siembra tardía 
Protegido 54,8e 52,1e 132e 17,6c 5,78c 
Infestado Ost. 53,6f 52,3e 127e 17,6c 4,12f 
Infestado Ses. 53,4f 52,5e 134e 17,5cd 5,27cde 
Pontevedra, siembra temprana 
Protegido 66,8ab 67,8ab 171bc 17,0d 6,89ab 
Infestado Ost. 67,5ª 68,3ª 171bc 16,4e 7,25ab 
Infestado Ses. 66,5b 67,1bc 172b 17,7bc 7,47a 
Pontevedra, siembra tardía 
Protegido 62,0d 62,9d 185ª 18,2ab 6,74b 
Infestado Ost. 65,0c 66,3c 160d 18,5ª 5,62cd 
Infestado Ses. 62,5d 63,6d 163cd 18,4ª 5,91c 
MDS (P < 0,05) 0,9 1,1 8,6 0,6 0,66 
abcdef 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
g 
Protegido con insecticida, infestado con O. nubilalis (Ost.) e infestado con S. nonagrioides (Ses.)
 
h
 Flomas, floración masculina (d); Flofem, floración femenina (d); Alplan, altura de planta (cm); Humed, 
humedad del grano en cosecha (%); Rendim, rendimiento en grano al 14% de humedad  (Mg ha−1). 
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 Las plantas de los ciclos AC fueron en promedio un día más precoces en 
floración femenina, un 11% más altas y mostraron un 11% más de rendimiento en grano 
que los ciclos BC (Tabla 4.3.4). En relación a la interacción tratamiento x ciclo para la 
floración masculina fue de rango y sólo hubo diferencias entre ciclos en el tratamiento 
infestado con O. nubilalis, en el que BC2 fue un día más tardío que los AC. La 
interacción tratamiento x ciclo para la humedad del grano fue de cruce y debida a la 
distinta humedad de los ciclos en los tratamientos evaluados. El tratamiento protegido 
mostró mayor humedad en AC2 que en AC1. La mayor humedad en el tratamiento 
infestado con S. nonagrioides fue para BC2 y en el tratamiento infestado con O. 
nubilalis no hubo diferencias entre ciclos (Tabla 4.3.5).  
La interacción tratamiento x ciclo x ambiente para el rendimiento fue de cruce y debida 
al distinto orden de los ciclos dentro de cada tratamiento y ambiente. Los ciclos AC 
tienden a un rendimiento igual o mayor que los BC en todos los tratamientos. Esta 
tendencia fue más clara en los tratamientos infestados. Por ejemplo, los ciclos AC 
mostraron mayor rendimiento en grano que BC en las siembras tempranas de ambas 
localidades en el tratamiento infestado con O. nubilalis y en la siembra tardía de 
Zaragoza en el tratamiento infestado con S. nonagrioides (Tabla Suplementaria S1). 
 
Tabla 4.3.4. Comparación de medias de los caracteres agronómicos de interés entre los 
ciclos de selección divergente evaluados en tres tratamientos (protegido con insecticida, 
infestado con O. nubilalis e infestado con S. nonagrioides) y cuatro ambientes. 
Ciclod Flomase  Flofem Alplan Encam Humed Rendim 
 ---- (días) ---- (cm) ---- (%) ---- (Mg ha−1) 
AC2 61,6 61,6b 171a 18,0 17,7 6,19a 
AC1 61,4 61,4b 165b 20,0 17,8 6,28a 
BC1 61,5 62,2a 153c 27,2 17,6 5,41b 
BC2 61,8 62,3a 152c 28,6 17,9 5,40b 
MDS(P < 0,05) - 0,5 4 - - 0,59 
abc 
Las medias dentro de una misma columna que no comparten el mis mo su períndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significat iva (MDS) 
protegida de Fisher. 
d 
Ciclo, ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
a 
Flomas, floración masculina; Flofem, floración femenina; Alplan, altura de planta; Encam, encamado de 
tallo; Humed, humedad del grano en cosecha; Rendim, rendimiento en grano al 14% de humedad.  
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Tabla 4.3.5. Comparación de medias de los caracteres agronómicos de interés entre los 
ciclos de selección divergente de cada tratamiento evaluados en cuatro ambientes. 
Tratamiento/Cicloe Flomasf  Flofem Alplan Encam Humed Rendim 
 ---- (días) ---- (cm) ---- (%) ---- (Mg ha−1) 
Protegido       
AC2 61,7bcd 61,2 159 16,8 18,1b 6,72 
AC1 61,4cd 61,1 170 13,9 17,5c 6,54 
BC1 61,3cd 61,6 144 27,0 16,7bc 5,91 
BC2 61,6bcd 62,2 144 18,1 17,7bc 5,77 
Infestado Ost.     
AC2 61,8bc 62,2 152 23,3 17,5bc 5,32 
AC1 61,5cd 62,3 153 23,3 17,9bc 6,16 
BC1 62,3ab 63,0 141 23,3 17,0c 5,09 
BC2 62,8a 63,1 139 18,7 17,5bc 5,35 
Infestado Ses.      
AC2 61,3cd 61,0 153 19,9 17,5c 6,89 
AC1 61,3cd 61,6 158 16,6 17,6bc 5,96 
BC1 61,0d 62,0 144 31,3 17,8bc 5,35 
BC2 60,9d 61,8 142 48,9 18,3a 5,52 
MDS (P < 0,05) 0,7 - - - 0,6 - 
abcd 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
e 
Protegido con insecticida, infestado con O. nubilalis (Ost.) e infestado con S. nonagrioides (Ses.); Ciclo, 
ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
f 
Flomas, floración masculina; Flofem, floración femenina; Alplan, altura de planta; Encam, encamado del 
tallo; Humed, humedad del grano en cosecha, Rendim, rendimiento en grano al 14% de humedad. 
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Análisis de regresión 
 En el análisis de regresión lineal para los tratamientos combinados, la 
concentración de ADFT explicó el 20%, 15% y 11% de la variación genética observada 
en el encamado del tallo, floración femenina y altura de planta, respectivamente. 
Cuando se incluyeron los ciclos como variable independiente, éstos explicaron el 58%, 
53%, 53% y 51% de la variación genética observada en el encamado del tallo, floración 
femenina, altura de planta y rendimiento en grano, respectivamente. Los coeficientes de 
regresión lineal fueron negativos para el encamado del tallo y floración femenina, y 
positivos para la altura de planta y el rendimiento (Tabla 4.3.6).  
 
Tabla 4.3.6. Resultados del análisis de regresión lineal para los caracteres agronómicos 
de interés en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes y 
tres tratamientos, considerando la concentración de diferulatos totales (ADFT) (g kg−1 
de materia seca) en tejidos de médula y los ciclos de selección divergente como 
variables independientes.  
Variable dependiente
a
 Origen Variable independiente
b 
Coeficiente b Pr < F
c 
Rg
2 
Encamado del tallo 36,3 ADFT -52,0 0,030 0,20 
Floración femenina 64,7  -3,3 0,001 0,15 
Altura de planta 144  53 0,009 0,11 
      
Encamado del tallo 17,5 Ciclo -2,1 0,010 0,58 
Floración femenina 63,5  -0,2 0,001 0,53 
Altura de planta 166  5 0,001 0,53 
Rendimiento en grano 6,07  0,23 0,001 0,51 
a 
Caracteres agronómicos inclu idos como variab le dependiente en el modelo de regresión: floración 
masculina (d); altura de planta (cm); encamado del  tallo (%). Los datos usados en el análisis fueron las 
medias combinadas de los tratamientos (protegido con insecticida, infestado con O. nubilalis e infestado 
con S. nonagrioides), excepto para el rendimiento de grano, que mostró diferencias entre tratamientos.  
b 
ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los cuatro isómeros;  Ciclo, ciclo de selección divergente para 
ADFT (asignamos los valores 2, 1, -1 y -2 para los ciclos AC2, AC1, BC1 y BC2, respectivamente).  
c 
F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la hipótesis nula, Pr, probabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético. 
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4.4 Efectos de la selección divergente para ácidos diferúlicos sobre la 
degradabilidad de la pared celular. 
Análisis de varianza y comparación de medias.  
 Los ciclos de selección fueron la única fuente de variación que mostró 
diferencias significativas para los coeficientes de degradabilidad de la glucosa y del 
total de polisacáridos después de 24-h de incubación en los microbios del rumen (Tabla 
4.4.1). La médula de los ciclos BC fue más degradable que las de los AC para los 
coeficientes de degradabilidad de la glucosa y total de polisacáridos después de 24-h de 
fermentación, aunque la diferencia solo fue significativa cuando comparamos el ciclo 
BC2 con los ciclos AC. En todos los ciclos de selección, la arabinosa y la xilosa fueron 
los constituyentes de los polisacáridos más y menos degradados después de ambos 
tiempos de incubación, respectivamente. Los constituyentes de los polisacáridos de la 
PC xilosa y glucosa mostraron amplios incrementos en sus coeficientes de 
degradabilidad entre las incubaciones durante 24 y 96 horas, sin embargo, la extensión 
del tiempo de incubación tuvo efectos más pequeños para la arabinosa y ácidos urónicos 
(Tabla 4.4.2 y Fig. 4.4.1). 
 
Tabla 4.4.1. Cuadrados medios del análisis de varianza para los coeficientes de 
degradabilidad ruminal in vitro de los polisacáridos de la pared celular en tejidos de 
médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro 
ambientes. 
Fuente de variacióna  Ciclo Ciclo x Amb Error 
Degradabilidad a 24-h     
Total polisacáridos   112* 29 34 
Glucosa  166* 29 37 
Xilosa  47 48 53 
Arabinosa  49 51 49 
Ácidos urónicos  81 21 38 
Degradabilidad a 96-h     
Total polisacáridos   22 21 35 
Glucosa  38 19 35 
Xilosa  29 29 41 
Arabinosa  26 26 27 
Ácidos urónicos  15 18 25 
a
 Ciclo, 3 grados de libertad (g.l.); Ciclo x Amb, interacción de los ciclos con los ambientes, 9 g.l.; Error, 
22 g.l. 
* Nivel de probabilidad del 0,05.  
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Tabla 4.4.2. Comparación de medias para los coeficientes de degradabilidad ruminal in vitro de los polisacáridos de la pared celular después de 
incubaciones a 24 y 96-h en tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente evaluados en cuatro ambientes. 
Ciclosc 
Degradabilidad de los polisacáridos a 24-h  Degradabilidad de los polisacáridos a 96-h 
Total 
polisacáridos 
Glucosa Xilosa Arabinosa 
Ácidos 
Urónicos 
 Total  Glucosa Xilosa Arabinosa 
Ácidos 
Urónicos 
AC2 0,393b 0,385b 0,333 0,586 0,540  0,567 0,566 0,520 0,729 0,621 
AC1 0,406b 0,403b 0,338 0,597 0,569  0,596 0,597 0,551 0,759 0,637 
BC1 0,427ab 0,421ab 0,385 0,608 0,596  0,576 0,579 0,521 0,738 0,638 
BC2 0,463a 0,471a 0,376 0,633 0,593  0,592 0,606 0,518 0,726 0,648 
Mediad 0,422 0,420 0,351 0,606 0,574  0,583 0,587 0,528 0,738 0,636 
MDS (P < 0,05) 0,05 0,05 - - -  - - - - - 
ab 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mín ima diferencia 
significativa (MDS) protegida de Fisher.  
c 
Ciclos (C) de selección en la d irección de altos ADFT AC1, AC2 y bajos ADFT, BC1, BC2.  
d
 Media aritmét ica de los datos obtenidos para los cuatro ciclos de selección evaluados en cuatro ambientes y tres replicas de campo (N = 48).  
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Figura 4.4.1. Coeficientes de degradabilidad ruminal in vitro de los residuos de glucosa, 
xilosa, arabinosa, ácidos urónicos y total de los polisacáridos de la pared celular de la 
medula de maíz después de incubaciones in vitro de 24-h (barras oscuras) y 96-h (barras 
claras). Los números en la parte superior de las barras de fermentaciones a 96-h indican 
el porcentaje de incremento entre la liberación a 24- y 96-h. Los datos son medias 
procedentes de evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes.  
 
 
 
 
1.0 
0.9 
0.8 
0.7 
0.6 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 
0.0 
C
o
ef
ic
ie
n
te
 d
e 
d
eg
ra
d
a
b
il
id
a
d
  
  
 
56 
 
Análisis de regresión 
 La concentración de ADFT no estuvo correlacionada con los coeficientes de 
degradabilidad ruminal in vitro después de las incubaciones durante 24 o 96 horas. Sin 
embargo, los ciclos de selección explicaron, con un coeficiente de regresión negativo, el 
58%, 52% y 49% de la variación genética observada en los coeficientes de 
degradabilidad de la glucosa, total de los polisacáridos y ácidos urónicos después de las 
incubaciones durante 24 horas, respectivamente (Tabla 4.4.3).  
 
Tabla 4.4.3. Resultados del análisis de regresión lineal para los coeficientes de 
degradabilidad ruminal in vitro de los polisacáridos de la pared celular después de 
incubaciones durante 24 y 96 horas de tejidos de médula de maíz procedentes de 
evaluaciones de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes considerando 
los ciclos de selección como variable independiente. 
Variable dependiente Origen Variable independientea coeficiente b  Pr < Fb Rg
2 
Glucosa 24-h 0,408 Ciclo -0,019 0,001 0,58 
Total polisacáridos 24-h 0,411  -0,016 0,004 0,52 
Ácidos urónicos-24h 0,589  -0,013 0,01 0,49 
a
 Ciclo, ciclo de selección divergente para ADFT (asignamos los valores 2, 1, -1 y -2 para los ciclos AC2, 
AC1, BC1 y BC2, respectivamente).  
b
 F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la hipótesis nula, Pr, probabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético. 
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4.5 Efectos de la selección divergente para ácidos diferúlicos en la deposición de 
ácidos hidroxicinámicos en la etapa de post-floración. 
Análisis de varianza y comparación de medias 
 En el ANOVA combinado de las tres recogidas de muestras tras floración la 
concentración de p-Cum mostró diferencias significativas entre tomas e interacciones 
toma x ambiente y ciclo x toma x ambiente. Entre las concentraciones de AF 
(monómeros y dímeros), únicamente el ADF 8-O-4 y 5-5 mostraron diferencias entre 
tomas, mientras todos mostraron interacción toma x ambiente y diferencias 
significativas entre los ciclos de selección (Tabla 4.5.1).  
 En la comparación de medias entre tomas, el p-Cum y el ADF 8-O-4 mostraron 
concentraciones comparables a 30 y 55 días después de floración (ddf) incrementando 
su concentración en cosecha; sin embargo, el ADF 5-5 tuvo la mayor concentración 55 
ddf, reduciendo su concentración en cosecha a los niveles de la toma inicial a 30 ddf. La 
concentración de ADF 5-5 pasó de representar el 11% de todos los ADFs a los 30 ddf, 
al 29% a 55 ddf, y al 14% en cosecha. Esta reducción en la concentración de ADF 5-5 
en cosecha resultó en un incremento en la proporción de ADF 8-O-4, que pasó de 
representar el 29% y 28% de todos los ADFs a 30 y 55 ddf, hasta el 37% de todos los 
ADFs en cosecha. El ADF 8-5 fue el isómero más abundante en todas las tomas 
estudiadas (43-60% del total de ADFs) (Tabla 4.5.2 y Fig. 4.5.1). 
La interacción toma x ambiente fue de cruce y principalmente debida a una  
evolución distinta en la concentración de los AHCs en las localidades estudiadas. La 
concentración de p-Cum en Zaragoza, mostró una marcada reducción 55 ddf y un 
incremento en cosecha superando los niveles de la toma inicial, sin embargo, en 
Pontevedra, se observó una evolución creciente a lo largo de las tomas. La 
concentración de AF aumenta con el paso del tiempo en las siembras tempranas de 
ambas localidades, no obstante, en la siembra tardía de Zaragoza la concentración de 
AF disminuye con el tiempo, mientras que en la siembra tardía de Pontevedra alcanza 
un máximo a 55 ddf para disminuir en cosecha. La evolución de la concentración de 
ADFs fue diferente en las distintas localidades, mientras que en Zaragoza se produce un 
mínimo a los 55 ddf, en Pontevedra la concentración es máxima en este punto. La 
mayor concentración de ADFT en la toma 55 ddf de ambas siembras de Pontevedra, es 
debida principalmente al marcado incremento en la concentración de ADF 5-5 entre las 
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tomas 30 y 55 ddf y al incremento de las concentraciones de ADF 8-5 y 8-O-4 
observado solo en esta localidad (Tabla 4.5.3 y Fig. 4.5.2).  
Las diferencias en la concentración de ADFT entre ciclos no fueron 
significativas en la toma 30 ddf, sin embargo, a los 55 ddf y en cosecha fue 
numéricamente mayor en los ciclos AC que en los BC. Mientras que a los 55 ddf el 
ciclo BC1 no difirió significativamente de ninguno de los ciclos AC, en cosecha, los 
ciclos BC difirieron significativamente de AC2. Se observó un marcado incremento en 
la concentración de ADFT del ciclo AC2 entre las tomas 55 ddf y cosecha 
principalmente debida al incremento en la concentración de ADF 8-5 y ADF 8-O-4, El 
mismo patrón de deposición fue observado para el AF en el ciclo AC2 (Tabla 4.5.4 y 
Fig. 4.5.3). En la combinación de tomas, cuando hubo diferencias significativas entre 
ciclos para los monómeros de AF y los isómeros individuales de ADF la tendencia fue 
similar a la observada para los ADFT (Tabla 4.5.4). La selección para ADFT no altera 
el patrón de deposición de p-Cum en los ciclos, sin embargo, la concentración de AF en 
BC1 y BC2 de la toma de cosecha fue claramente reducida (Fig. 4.5.3). 
La interacción ciclo x toma x ambiente mostrada por la concentración de p-Cum 
fue de cruce y debida a un diferente ordenamiento de los cic los en cada una de las tomas 
dentro de cada ambiente evaluado. Por ejemplo, el ciclo AC2 de la siembra temprana de 
Zaragoza a 30 ddf obtuvo una concentración de p-Cum mayor que los demás ciclos de 
selección; sin embargo, en la siembra tardía de esta misma localidad a 55ddf, el ciclo 
AC2 no mostró diferencias significativas con los demás ciclos de selección (Tabla 
Suplementaria S2).  
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Tabla 4.5.1. Cuadrados medios del análisis de varianza para la concentración de ácidos 
hidroxicinámicos en tejidos de médula de maíz a lo largo de tres tomas después de 
floración (ddf) (30 ddf, 55ddf y cosecha) en evaluaciones de dos ciclos de selección 
divergente en cuatro ambientes.  
Fuente de 
variacióna 
g.l.b p-Cumc AF ADFT ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
T 2 278,9* 4,1 0,056 0,0064 0,025* 0,045* 
T x Amb 6 47,6*** 7,8*** 0,055*** 0,013*** 0,003*** 0,008*** 
C 3 1,2 3,6*** 0,020*** 0,003** 0,002*** 0,002*** 
C x T 6 1,3 0,4 0,001 0,0003 0,0004 0,0002 
C x Amb 9 2,0 0,6 0,003 0,001 0,0003 0,0002 
C x T x Amb 18 4,0* 0,4 0,003 0,0008 0,0003 0,0003 
Error 83 2,2 0,4 0,002 0,0007 0,0002 0,0002 
a
 T, toma de muestras: Amb, ambiente; C, ciclo  de selección.  
b 
g.l., grados de libertad. 
c
 p-Cum, ácido p-cumárico éster; AF, ácido ferú lico éster; ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los 
cuatro isómeros. 
*, **, *** Nivel de probabilidad del 0,05; 0,01 y 0,001, respectivamente.  
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Tabla 4.5.2. Comparación de medias entre tres tomas después de floración (ddf) (30 ddf, 
55 ddf y cosecha) para la concentración de los ácidos hidroxicinámicos (g kg−1 de 
materia seca) en tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección 
divergente en cuatro ambientes.  
Toma  p-Cum c AF ADFT  ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
30 ddf  11,5b 3,4 0,252 0,150 0,073b 0,029b 
55 ddf 11,3b 3,9 0,311 0,134 0,086b 0,091ª 
Cosecha 15,5a 3,8 0,315 0,153 0,117a 0,044b 
MDS (P < 0,05) 3,5 - - - 0,027 0,045 
ab 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
c
 p-Cum, ácido p-cumárico éster; AF, ácido ferú lico éster; ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los 
cuatro isómeros. 
 
Figura 4.5.1. Representación gráfica de la evolución en la concentración de ácidos 
diferúlicos en tejidos de médula de maíz a lo largo de tres tomas después de floración 
(ddf) (30 ddf, 55 ddf y cosecha) en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente 
en cuatro ambientes. Los porcentajes son valores medios obtenidos a lo largo de los 
cuatro ambientes.  
 
 
ADF 8-5 
ADF 
ADF 
ADF 8-O-4 
ADF 5-5 
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Tabla 4.5.3. Comparación de medias de la interacción tomas x ambiente de las tres 
tomas después de floración (ddf) (30 ddf, 55ddf y cosecha) para la concentración de los 
ácidos hidroxicinámicos (g kg−1 de materia seca) en tejidos de médula de maíz en 
evaluaciones de dos ciclos de selección divergente.  
Toma  p-Cumh  AF ADFT ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
Zaragoza, siembra temprana 
30 ddf  11,81de 3,04c 0,219ef 0,140def 0,056e 0,024f 
55 ddf 8,40g 3,03c 0,182f 0,080h 0,047e 0,055c 
Cosecha 14,27b 4,13b 0,303b 0,161bcd 0,091c 0,051cd 
Zaragoza, siembra tardía  
30 ddf  12,61cd 4,22b 0,280bcd 0,171b 0,074d 0,035ef 
55 ddf 8,69g 3,38c 0,221ef 0,104g 0,057e 0,060c 
Cosecha 14,16b 3,16c 0,288bc 0,122fg 0,111b 0,055c 
Pontevedra, siembra temprana 
30 ddf  10,16f 2,95c 0,249de 0,147cde 0,076d 0,025f 
55 ddf 13,22bc 4,27b 0,408a 0,178ab 0,115b 0,116b 
Cosecha 17,22ª 4,52ab 0,384a 0,198a 0,146a 0,040de 
Pontevedra, siembra tardía  
30 ddf  11,16ef 3,17c 0,253cde 0,140def 0,083cd 0,030ef 
55 ddf 14,43b 4,95a 0,411a 0,165bc 0,117b 0,129a 
Cosecha 16,47a 3,44c 0,290bc 0,137ef 0,122b 0,031ef 
MDS (P < 0,05) 1,41 0,60 0,040 0,026 0,022 0,012 
abcdefg 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice  son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
h
 p-Cum, ácido p-cumárico; AF, ácido ferú lico; ADFT, ácidos diferúlicos totales, suma de los cuatro 
isómeros. 
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Figura 4.5.2. Representaciones gráficas de la evolución en la concentración de ácidos hidroxicinámicos en cada ambiente a lo largo de tres tomas 
después de floración (ddf) (30 ddf, 55 ddf y cosecha) en tejidos de médula de maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente.  
                                          Localidad de Zaragoza                                                              Localidad de Pontevedra                 
                         Siembra temprana                    Siembra tardía                             Siembra temprana                     Siembra tardía  
 
 
p-Cum 
AF 
ADFT 
ADF 8-5 
ADF 8-O-4 
ADF 5-5 
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Tabla 4.5.4. Comparación de medias para la concentración de ácidos hidroxicinámicos 
(g kg−1 de materia seca) a lo largo de tres tomas después de floración (ddf) (30 ddf, 55 
ddf y cosecha) y en la combinación de tomas en tejidos de médula de maíz en 
evaluaciones de de dos ciclos de selección divergente en cuatro ambientes.  
Ciclo p-Cume AF ADFT ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
30 ddf        
AC2 11,45 3,57 0,267 0,154 0,080ª 0,033a 
AC1 11,42 3,54 0,265 0,153 0,079ª 0,033a 
BC1 11,21 3,28 0,240 0,149 0,067b 0,024b 
BC2 11,84 3,04 0,236 0,146 0,064b 0,026b 
MDS  - - - - 0,010 0,0059 
55 ddf       
AC2 11,28 3,99 0,323a 0,139 0,085 0,099ab 
AC1 11,06 4,22 0,333a 0,143 0,090 0,100a 
BC1 11,58 3,82 0,305ab 0,129 0,090 0,086bc 
BC2 11,26 3,70 0,278b 0,121 0,078 0,079c 
MDS  - - 0,044 - - 0,015 
Cosecha       
AC2 16,21 4,39a  0,351a 0,168 0,133ª 0,050 
AC1 15,45 4,09a  0,328ab 0,162 0,117b 0,049 
BC1 15,24 3,41b 0,296bc 0,143 0,112bc 0,041 
BC2 15,21 3,36b 0,281c 0,138 0,106c 0,037 
MDS  - 0,52 0,034 - 0,010 - 
Combinadas       
AC2 12,98 3,98a 0,313a 0,154a 0,099ª 0,060a 
AC1 12,65 3,95a 0,309a 0,153ab 0,095ª 0,061a 
BC1 12,75 3,50b 0,281b 0,141ab 0,090ab 0,050b 
BC2 12,84 3,37b 0,266b 0,135b 0,083b 0,048b 
MDS - 0,31 0,027 0,018 0,0095 0,0071 
abc 
Las medias dentro de una misma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significat iva (MDS) 
protegida de Fisher. 
d 
Ciclo, ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
e
 p-Cum, ácido p-cumárico; AF, ácido ferúlico; ADFT, diferulatos totales, suma de los cuatro isómeros. 
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Análisis de regresión 
La concentración de ADFT explicó el 66%, 66% y 67% de la variación genética 
observada en la concentración de ADFT 8-O-4 y el 32%, 10% y 21% de la variación 
genética observada en la concentración de p-CA, a los 30 ddf, 55 ddf y en cosecha, 
respectivamente. El coeficiente de regresión lineal fue negativo únicamente para la 
concentración de p-CA a los 30 ddf. Además, la concentración de ADFT explicó el 
26%, 21% y 12% de la variación genética en las concentraciones de ADF 8-5, AF, y 
ADF 5-5 a los 55 ddf, respectivamente y el 59% y 38% de la variación genética 
observada en la concentración de ADF 5-5 y ADF 8-5 en cosecha, respectivamente. El 
coeficiente de regresión lineal fue negativo únicamente para la concentración de ADF 5-
5 en cosecha (Tabla 4.5.5) 
Tabla 4.5.5. Resultados del análisis de regresión lineal para las concentraciones de 
ácidos hidroxicinámicos en tejidos de médula de maíz a lo largo de tres tomas después 
de floración (ddf) (30 ddf, 55 ddf y cosecha) en evaluaciones de dos ciclos de selección 
divergente en cuatro ambientes, considerando el criterio de selección, concentración de 
ácidos diferúlicos totales en la médula a 55 ddf (ADFT), como variable independiente.  
Variable dependientea Origen Variable independiente coeficiente b  Pr < Fb  Rg
2 
30 ddf      
ADF 8-O-4 0,041 ADFT (55 ddf) 0,077 0,001 0,66 
p-CA 12,15  -4,39 0,02 0,32 
55 ddf      
ADF 8-O-4 -0,004 ADFT (55 ddf) 0,29 0,001 0,66 
ADF 8-5 0,007  0,39 0,001 0,26 
AF 1,85  6,82 0,001 0,21 
ADF 5-5 -0,003  0,32 0,001 0,12 
p-CA 4,23  22,72 0,001 0,10 
Cosecha      
ADF 8-O-4 0,080 ADFT (55 ddf) 0,133 0,001 0,67 
ADF 5-5 0,062  -0,05 0,007 0,59 
ADF 8-5 0,158  0,10 0,02 0,38 
p-CA 13,61  8,26 0,001 0,21 
a
 p-CA, ácido p-cumárico; AF, ácido ferú lico. 
b
 F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la hipótesis nula, Pr, probabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético. 
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4.6 Efectos de la selección divergente en la deposición de ácidos hidroxicinámicos 
en otros tejidos de alimentación de las larvas de taladro. 
Análisis de varianza y comparación de medias.  
 La concentración de todos los AHCs evaluados mostró diferencias altamente 
significativas entre tejidos y diferencias de menor grado entre los ciclos dentro de cada 
tejido. La concentración de los monómeros de AF y del dímero 8-O-4 mostraron 
además interacción tejido x ambiente y solo p-Cum mostró interacción ciclo (tejido) x 
ambiente significativa (Tabla 4.6.1). 
 El grano mostró claramente las concentraciones más bajas de todos los AHCs 
medidos. La concentración de p-Cum y AF fue mayor en los tejidos del tallo (médula y 
corteza) y en el pedúnculo que en las hojas. La concentración más alta de ADFTs se 
encontró en el pedúnculo, siendo también alta la concentración en la médula. La corteza 
mostró una concentración de AF similar a la médula, sin embargo la concentración de 
ADFT fue más baja. En relación a las hojas, destaca la alta concentración de ADFT en 
la vaina que no difirió significativamente del pedúnculo (Tabla 4.6.2). La concentración 
de los isómeros de ADF mostró la misma tendencia que la observada para ADFT. En 
relación a la abundancia proporcional de cada isómero de ADFs en los tejidos, el 
pedúnculo, la vaina, el limbo y la corteza mostraron el mismo orden en la concentración 
proporcional de ADFs, ADF 8-5 (39-47%) > ADF 8-O-4 (30-38%) > ADF 5-5 (19-
25%). La médula mostró ligeramente mayor concentración del isómero 5-5 (30%) que 
8-O-4 (28%) y el grano mostró mayor concentración de ADF 5-5 (41%), seguido de 8-5 
(31%) y 8-O-4 (28%) (Tabla 4.6.2 y Fig. 4.6.1). 
La interacción tejido x ambiente fue de rango para la concentración de AF y 
ADF 8-O-4, por lo tanto los tejidos siguieron el mismo ordenamiento en ambas 
siembras (Tabla Suplementaria S3). Las diferencias observadas para todos los AHCs 
medidos entre ciclos dentro de cada tejido fueron debidas a una ordenación diferente de 
los ciclos únicamente en los tejidos de médula y pedúnculo. Los ciclos AC mostraron 
tendencia a una mayor concentración de AF, ADFT y ADF 5-5 que los BC. Sin 
embargo, en el pedúnculo de la mazorca los ciclos AC mostraron tendencia a una menor 
concentración de AF (monómeros y dímeros) que los BC, y la concentración de p-Cum 
fue significativamente menor en BC1 que en BC2 (Tabla 4.6.3). Además, realizamos la 
comparación de medias entre ciclos para cada tejido independientemente y sólo 
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observamos diferencias significativas para la concentración de ADFT y ADF 5-5 en el 
tejido de médula (datos no mostrados).   
Las interacciones ciclo (tejido) x ambiente para la concentración de p-Cum fue 
debida al tejido de médula, que en la siembra temprana mostró mayor concentración en 
BC2 que en BC1 y en la siembra tardía BC1 fue mayor que BC2, y al tejido de 
pedúnculo, donde los ciclos altos en siembra tardía mostraron mayor concentración de 
p-Cum que los de bajos, sin embargo, en la siembra temprana solo el BC1 mostró 
mayor concentración que los demás ciclos de selección (Tabla Suplementaria S4). 
 
Tabla 4.6.1. Cuadrados medios del análisis de varianza para la concentración de ácidos 
hidroxicinámicos (AHCs) en diversos tejidos en evaluaciones de dos ciclos de selección 
divergente en dos ambientes.  
Fuente de 
variacióna 
g.l.b p-Cumc AF ADFT ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
Tejido 5 1024*** 66*** 0,8*** 0,2*** 0,09*** 0,06*** 
Tejido x Amb 5 3,28 1,25** 0,02 0,003 0,002* 0,0009 
C(Tejido) 18 1,09* 0,4* 0,008* 0,002* 0,0007* 0,0006* 
C(Tejido) x Amb 18 5,63** 0,3 0,005 0,0006 0,0008 0,0005 
Error 91 2,09 0,4 0,007 0,001 0,0007 0,0005 
a
 Tejido, tejidos analizados: médula, corteza, limbo y vaina fo liar, pedúnculo y gran o; Amb, ambiente; C, 
ciclo de selección.  
b
 g.l., grados de libertad. 
c 
p-Cum, ácido p-cumárico; AF, ácido ferú lico; ADFT, ácidos diferú licos totales, suma de los cuatro 
isómeros. 
*, **, *** Nivel de probabilidad del 0,05; 0,01 y 0,001, respectivamente.  
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Tabla 4.6.2. Comparación de medias entre varios tejidos para la concentración de ácidos 
hidroxicinámicos (g kg−1 de materia seca) en evaluaciones de dos ciclos de selección en 
dos ambientes. 
Tejido p-Cumf AF  ADFT ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
Corteza 16,77ª 4,51b 0,128d 0,056d 0,049c 0,024c 
Médula 13,82b 4,61b 0,410b 0,172b 0,116b 0,122a 
Vaina Foliar 5,66c 2,96c 0,460ab 0,181b 0,162a 0,117a 
Limbo Foliar 3,46d 2,33c 0,234c 0,110c 0,070c 0,054b 
Pedúnculo 12,61b 6,00a 0,505a 0,235ª 0,155a 0,114a 
Grano 0,05e 1,49d 0,032e 0,010e 0,009d 0,013c 
MDS (P < 0,05) 1,35 0,83 0,047 0,022 0,031 0,013 
abcde 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
f 
p-Cum, ácido p-cumárico; AF, ácido ferúlico; ADFT, ácidos diferú licos totales, suma de los cuatro 
isómeros. 
 
Figura 4.6.1. Concentración de ácidos diferúlicos (g kg−1 de materia seca) en varios 
tejidos de alimentación de las larvas de taladro en evaluaciones de dos ciclos de 
selección divergente en dos ambientes.  
 
  
 
ADF 8-5 
ADF 8-O-4 
ADF 5-5 
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Tabla 4.6.3. Comparación de medias entre ciclos para la concentración de de ácidos 
hidroxicinámicos (g kg−1 de materia seca) dentro de cada tejido en evaluaciones de dos 
ciclos de selección divergente en dos ambientes.  
Ciclo p  p-Cumq AF ADFT ADF 8-5 ADF 8-O-4 ADF 5-5 
Tallo: médula  
 
AC2 14,06b 4,81cd 0,436bc 0,184cde 0,118d 0,135ab 
AC1 13,90b 5,09bc 0,456bc 0,192cde 0,125cd 0,139a 
BC1 13,59b 4,38d 0,392cd 0,161def 0,119cd 0,112bcd 
BC2 13,74b 4,16d 0,354de 0,149efg 0,101de 0,103cd 
Tallo: corteza  
 
AC2 16,85a 4,45cd 0,116ijk 0,049klmn 0,044g 0,022h 
AC1 16,30a 4,36d 0,120hijk 0,053klm 0,044g 0,023gh 
BC1 16,80a 4,69cd 0,146ghi 0,065ijk 0,054fg 0,027fgh 
BC2 17,13a 4,54cd 0,130hij 0,056jkl 0,050fg 0,025fgh 
Hojas: limbo  
 
AC2 3,52ef 2,61efgh 0,232fg 0,115gh 0,067fg 0,050ef 
AC1 3,36f 2,36fghi 0,265ef 0,125fgh 0,076ef 0,064e 
BC1 3,69ef 2,20ghij 0,227fg 0,101hi 0,072efg 0,054e 
BC2 3,24f 2,15hij 0,212fgh 0,099hij 0,064fg 0,049efg 
Hojas: vaina  
 
AC2 5,47d 2,90efg 0,442bcd 0,162def 0,163a 0,116abcd 
AC1 5,15de 2,67efgh 0,427bcd 0,175de 0,149abc 0,104cd 
BC1 6,36d 3,18e 0,489abc 0,192cde 0,169a 0,128abc 
BC2 5,65d 3,07ef 0,483bc 0,196cd 0,167a 0,121abcd 
Mazorca: pedúnculo 
 
AC2 12,47ab 5,70ab 0,428bcd 0,204bcd 0,127bcd 0,097d 
AC1 12,76ab 6,06a 0,496abc 0,218bc 0,158ab 0,120abcd 
BC1 13,57a 6,33a 0,577a 0,277a 0,175a 0,125abc 
BC2 11,65b 5,90ab 0,517ab 0,242ab 0,161a 0,114abcd 
Mazorca: grano  
 
AC2 0,12g 1,53jk 0,038jk 0,013lmn 0,011h 0,014h 
AC1 0,05g 1,66ijk 0,032k 0,010mn 0,010h 0,012h 
BC1 0,04g 1,43k 0,034k 0,010mn 0,010h 0,014h 
BC2 0,04g 1,41k 0,029k 0,008n 0,007h 0,014h 
MDS (P < 0,05) 1,68 0,48 0,094 0,059 0,032 0,027 
abcdefghijklmn 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
p 
Ciclo, ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.
 
q
 p-Cum, ácido p-cumárico éster; AF éster, ferulato éster; ADFT, diferulatos totales, suma de los tres 
isómeros de ADF.  
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Análisis de regresión  
La concentración de ADFT en la médula y los ciclos de selección divergente explicaron, 
el 45% y el 55% de la variación genética observada en la concentración de AF en el 
limbo de las hojas, respectivamente. El coeficiente de regresión lineal en ambos casos 
fue positivo (Tabla 4.6.4). 
 
Tabla 4.6.4. Resultados del análisis de regresión lineal para la concentración de ácidos 
hidroxicinámicos en los tejidos de alimentación de las larvas de taladro considerando la 
concentración de ADFT (g kg−1 de materia seca) en los tejidos de médula y los ciclos de 
selección como variable independiente.  
Variable dependientea Origen Variable independienteb Coeficiente b Pr < Fc Rg
2 
AF limbo 1,33 ADFT médula 2,22 0,04 0,45 
AF limbo 2,25 Ciclo 0,11 0,01 0,55 
a 
AF limbo, concentración de ácido ferú lico en el limbo de la hoja de la mazorca principal.  
b 
ADFT médula, concentración de ácidos diferúlicos totales, suma de los cuatro isómeros de ADF, en el 
tejido de médula; Ciclo, ciclos de selección en la dirección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, 
BC2.
 
c 
F, test estadístico usado para aceptar o rechazar la hipótesis nula, Pr, probabilidad de obtener el test 
estadístico F, asumiendo que la hipótesis nula es cierta. Rg
2
, coeficiente de regresión genético. 
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Tablas Suplementarias 
 
Tabla Suplementaria S1. Comparación de medias de la interacción de tres factores 
tratamiento x ciclo x ambiente para el carácter agronómico rendimiento en grano 
evaluado en dos ciclos de selección divergente.  
Ambiente/Cicloh  Rendimiento 
Tratamientoi  Protegido Infestado Ost. Infestado Ses. 
 ------------------------- (Mg ha−1) ------------------------- 
Zaragoza, siembra temprana    
AC2 5,93cde 5,83cd 5,83cd 
AC1 4,94f 4,38efg 6,08bcd 
BC1 5,84cdef 5,26de 3,88g 
BC2 5,28def 4,35efg 4,44fg 
Zaragoza, siembra tardía    
AC2 5,97cde 4,04fg 4,59efg 
AC1 6,83bc 4,31efg 6,73bc 
BC1 5,04ef 3,80g 4,48efg 
BC2 5,29def 4,34efg 5,34def 
Pontevedra, siembra temprana    
AC2 6,95bc 8,73a 7,95a 
AC1 8,06a 6,00cd 8,55a 
BC1 6,42bc 6,39bcd 6,84b 
BC2 6,12cd 7,72ab 6,54bc 
Pontevedra, siembra tardía    
AC2 7,31ab 6,03cd 5,47de 
AC1 7,04bc 6,58bc 6,19bcd 
BC1 6,33c 4,92def 6,22bcd 
BC2 6,40bc 4,97def 5,75cd 
MDS (P < 0,05) 0,98 1,48 1,09 
abcdefg 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significativa (MDS) 
protegida de Fisher. 
h 
Ciclo, ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.
 
i 
Protegido con insecticida, infestado con O. nubilalis (Ost.) e infestado con S. nonagrioides (Ses.) 
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Tabla Suplementaria S2. Comparación de medias de la interacción de tres factores ciclo  
x toma x ambiente para la concentración de ácido p-cumárico en el tejido de médula 
evaluado en dos ciclos de selección divergente.  
Ambiente/Cicloe Ácido p-cumárico 
Tomaf  30 ddf 55 ddf Cosecha 
 ------------------ (g kg−1 materia seca) ------------------ 
Zaragoza, siembra temprana    
AC2 13,4ab 7,8d 15,5abcd 
AC1 10,1d 7,9d 14,9bcd 
BC1 11,8abcd 9,4d 13,5d 
BC2 11,9abcd 8,5d 13,2d 
Zaragoza, siembra tardía    
AC2 10,6cd 9,2d 16,0abc 
AC1 13,9a 8,5d 13,3d 
BC1 12,9abc 8,9d 13,3d 
BC2 13,0abc 8,2d 14,0cd 
Pontevedra, siembra temprana    
AC2 10,8cd 12,8bc 16,7ab 
AC1 10,2d 13,2abc 17,4a 
BC1 9,3d 14,7ab 17,7a 
BC2 10,4d 12,2c 17,1ab 
Pontevedra, siembra tardía    
AC2 11,0bcd 15,3a 16,6ab 
AC1 11,4bcd 14,6ab 16,3abc 
BC1 10,3d 12,4bc 16,5ab 
BC2 12,0abcd 15,3a 16,5ab 
MDS (P < 0,05) 2,7 2,5 2,7 
abcd 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significat iva (MDS) 
protegida de Fisher. 
e 
Ciclo, ciclos de selección en la dirección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
f
 Toma, fecha de recogida en días después de floración (ddf) (30 ddf, 55 ddf y cosecha) 
 
  
 
72 
 
Tabla Suplementaria S3. Comparación de medias de la interacción tejido x  ambiente 
para la concentración de ácido ferúlico Ácido diferúlico 8-O-4 en tejidos de médula de 
maíz en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente.  
Carácter/Tejido Ácido ferúlico Ácido diferúlico 8-O-4 
Siembra temprana ------- (g kg−1 materia seca) ------- 
Corteza 4,79b 0,056de 
Médula 4,95b 0,117c 
Vaina Foliar 2,81de 0,146b 
Limbo Foliar 2,23f 0,068d 
Pedúnculo 5,84a 0,163ab 
Grano 1,41g 0,010f 
Siembra tardía   
Corteza 4,23c 0,040e 
Médula 4,27c 0,115c 
Vaina Foliar 3,10d 0,177a 
Limbo Foliar 2,43ef 0,072d 
Pedúnculo 6,16a 0,147b 
Grano 1,60g 0,009f 
MDS (P < 0,05) 0,56 0,032 
abcdef 
Las medias dentro de una mis ma columna que no comparten el mis mo superíndice son 
significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia significat iva (MDS) 
protegida de Fisher. 
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Tabla Suplementaria S4. Comparación de medias de la interacción ciclo (tejido) x ambiente para la concentración de ácido p-cumárico en varios 
tejidos en evaluaciones de dos ciclos de selección divergente.  
Ambiente/Ciclod    Acido p-cumárico 
Tejido Corteza Médula VainaFoliar Limbo Foliar Pedúnculo  Grano 
 ------------------------------------------------ (g kg−1 materia seca) -------------------------------------------- 
Siembra temprana       
AC2 17,4 15,3a 5,6 3,3 11,1c 0,18 
AC1 16,8 14,6ab 5,0 3,4 11,8bc 0,05 
BC1 16,5 12,4bc 7,1 4,0 16,4a 0,04 
BC2 17,6 15,3a 6,9 3,1 12,7bc 0,05 
Siembra tardía       
AC2 17,4 12,8bc 5,3 3,7 13,8b 0,05 
AC1 16,8 13,2abc 5,3 3,4 13,7b 0,05 
BC1 17,1 14,7ab 5,6 4,0 10,7c 0,04 
BC2 16,7 12,2c 5,2 3,1 10,6c 0,04 
MDS (P < 0,05) - 2,9 - - 2,6 - 
abc 
Las medias dentro de una misma columna que no comparten el mis mo superíndice son significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con la mínima diferencia 
significativa (MDS) protegida de Fisher.  
d 
Ciclo, ciclos de selección en la d irección de altos y bajos ADFT AC1, AC2, y BC1, BC2.  
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DISCUSIÓN 
 
5.1 Selección divergente para la concentración de ácidos diferúlicos totales y 
efectos en la composición de la pared celular en te jidos de médula de maíz 
 
5.1.1 Respuesta directa a la selección divergente 
El programa de selección fué eficaz para variar la concentración de ADFT 
esterificados a la hemicelulosa constituyente de la PC en tejidos de médula de maíz en 
evaluaciones de dos y tres ciclos de selección divergente, lo que sugiere que la 
concentración de ADFT está bajo control genético. El método de selección masal 
utilizado es especialmente eficaz para caracteres de alta heredabilidad (Hallauer y otros, 
2010; Weyrich y otros, 1998), mayormente cuando no se controlan totalmente ambos 
sexos (seleccionamos la mazorca por la concentración de ADFT media de ambos 
progenitores). La heredabilidad de un carácter se define como el cociente entre la 
varianza aditiva de éste y su varianza fenotípica. Este cociente puede ser elevado si la 
varianza genética aditiva es alta y/o si la varianza fenotípica es baja. Un componente de 
la varianza fenotípica es la varianza debida a la interacción genotipo × ambiente, si ésta 
es baja, contribuye al incremento de la heredabilidad del carácter. Trabajos previos 
mostraron que la interacción genotipo × ambiente no es significativa para la 
concentración de ADFT en tejidos de médula de maíz (Santiago y otros, 2006a; Barros-
Rios y otros, 2011a), lo que coincide con las observaciones en ambas evaluaciones del 
programa de selección. Estos resultados junto con los progresos genéticos altamente 
significativos obtenidos (0,015 y 0,017 g kg−1 de materia seca por ciclo en evaluaciones 
de dos y tres ciclos de selección divergente, respectivamente), sugieren que la 
heredabilidad del criterio de selección es elevada. Además, como no hay signos de que 
la variabilidad genética para este carácter se haya agotado en ninguna de las direcciones, 
se podría esperar la posibilidad de desarrollar nuevos ciclos de selección con éxito.   
Las evaluaciones de los dos ciclos de selección divergente fueron realizadas 
sobre plantas protegidas con insecticida, de esta forma, se eliminó la posibilidad de una 
variación en la concentración de ADFs inducida por el ataque de insectos y la 
concentración de ADFT observada es únicamente constitutiva. Sin embargo, las plantas 
en las evaluaciones de los tres ciclos de selección divergente no habían sido infestadas 
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ni fueron protegidas con insecticida, por lo tanto, no estuvieron libres del ataque natural 
de la plaga del taladro y la concentración de ADFT observada podría ser la suma de la 
constitutiva y la inducida por el ataque. Esta posibilidad ha sido previamente observada 
(Rodríguez y otros, 2011) y podría explicar porque la concentración media de ADFT 
fue mayor en la evaluación de los tres ciclos que en dos ciclos de selección divergente. 
La hipótesis de una respuesta inducida al ataque de los taladros se discute con más 
profundidad en el epígrafe 5.2. Sin embargo, no podemos descartar que las diferencias 
de concentración de ADFT anteriores sean debidas a variaciones ambientales en los 
años de evaluación; aunque ambas evaluaciones se realizaron en las mismas localidades, 
los dos ciclos de selección divergente se evaluaron en 2009 y los tres ciclos en 2010.  
En las evaluaciones de dos ciclos de selección divergente observamos una 
diferencia de concentración en ADFT del 16% entre los ciclos AC2 y BC2, sin 
embargo, en las evaluaciones de tres ciclos la diferencia entre AC3 y BC3 fue del 31%. 
La ganacia/reducción en la concentración de ADFT obtenida fue de 0,015 y 0,017 g 
kg−1 de materia seca por ciclo en las evaluaciones de dos y tres ciclos de selección 
divergente, respectivamente. Este es el primer informe de una posible regulación 
genética de la biosíntesis de ADF éster en gramíneas y la consecuente formación de 
entrecruzamientos dentro de la PC. En relacción a la concentración indivual de los 
dímeros de ADF se ha sugerido que los unidos a su carbono 8 podrían tener una función 
más importante en la rigidez de la PC (Grabber y  otros, 2002) y en la resistencia a la 
plaga del taladro (Barros-Rios y otros, 2011a). El incremento en la concentración de 
ADF 5-5 observado entre las evaluaciones de dos y tres ciclos de selección divergente 
(0,002 g kg−1  de materia seca) fue reducido en comparación con los observados para los 
dímeros ADF 8-5 (0,112 g kg−1 de materia seca) y ADF 8-O-4 (0,059 g kg−1 de materia 
seca). Además, el ADF 8-5 contribuyó de forma significativa en las diferencias 
observadas en la concentración de ADFT en ambas evaluaciones, sin embargo, la 
contribución de los dímeros ADF 5-5 y ADF 8-O-4 parecen más importantes en las 
evaluaciones de dos y tres ciclos de selección divergente, respectivamente. Estos 
resultados apoyan los obtenidos en los trabajos anteriores y sugieren que la posible 
respuesta inducida podría ser debida mayormente al efecto de los dímeros unidos a su 
carbono 8. Desde su inicio en 2007, el programa de selección se llevó a cabo bajo 
condiciones naturales sin protección con insecticida, pero en una parcela de baja 
infestación natural y en la fecha de siembra temprana del maíz, por lo que esperaríamos 
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poco ataque de la plaga del taladro y una selección de la concentración de ADFs 
básicamente constitutiva. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que una 
parte de la concentración de ADFs seleccionada fuese inducida por el ataque del taladro 
bajo condiciones de infestación natural. Nuestros resultados han puesto de manifiesto la 
necesidad de realizar estudios más profundos centrados en determinar las condiciones 
de síntesis de ADFs de forma constitutiva e inducida por el ataque de la plaga del 
taladro. 
Las ganancias observadas en diversos caracteres agronómicos durante el 
desarrollo de programas de selección han mostrado una tendencia en dientes de sierra 
(Sandoya y otros, 2008; Vales y otros, 2001). La concentración de ADFT en AC2 
disminuyó con respecto al ciclo AC1 en la evaluación de dos y tres ciclos de selección 
divergente. Esta diferencia fue significativa únicamente en la evaluación de tres ciclos, 
sin embargo, la concentración de ADFT en AC3 es significativamente superior a AC2. 
La misma tendencia ha sido observada para todos los dímeros de ADF estudiados. Estos 
resultados estan de acuerdo con los obtenidos en trabajos previos y sugieren que en el 
ciclo AC2 ha podido producirse un diente de sierra durante el programa de selección.  
Este es el primer estudio de selección específica para ADFs, aunque se han 
llevado a cabo programas de selección para regular la concentración de otros AHCs. 
Nuestros resultados están de acuerdo con otros estudios de selección masal para 
concentraciones divergentes de AF éter en hojas de diversas gramíneas (Casler y Jung, 
1999; Casler y otros, 2008), en los que clones con alta concentración de AF éter 
mostraron entre un 3,7% y un 12,5% mayor concentración de AF éter que los clones 
con baja concentración de AF éter después de dos ciclos de selección divergente. 
Recientemente se ha estudiado una posible mutación en maíz que podría reducir  la 
biosíntesis de AF éster (Jung y Phillips, 2010). Anteriormente, se había observado que 
una menor expresión de aldehido dehidrogenasas del citosol, obtenida mediante 
transformación genética, resultaba en un 50% de reducción de AF éster en el tallo y una  
reducción similar en la concentración de GAX (Nair y otros, 2007). Trabajos previos 
también han mostrado que el doble mutante bm1-bm2, a diferencia de los otros cuatro 
mutantes simples de concentración reducida de lignina (bm1, bm2, bm3, bm4), lograba 
reducir la concentración de ADFs en la PC comparado con la línea de referencia A619 
(Marita y otros, 2003). Sin embargo, todavía no se han identificado ni los enzimas ni los 
  
 
77 
 
genes responsables de la síntesis de FAX, ni los posibles genes involucrados en su 
dimerización.  
Hemos logrado variar cuantitativamente la concentración de ADFT sobre un 
mismo fondo genético, lo que nos ha permitido estudiar las respuestas agronómicas y 
bioquímicas correlacionadas con estos cambios y estudiar el papel de los ADFT en la 
resistencia a la plaga del taladro.  
 
5.1.2. Efectos de la selección divergente sobre la composición de la pared celular. 
 Los ciclos BC mostraron una mayor concentración total de la PC e individual de 
glucosa y manosa que los ciclos AC. La manosa es un constituyente de los polisacáridos 
que en maíz está mayormente asociado a la glucosa formando glucomananos que son 
más abundantes en la pared secundaria (Carpita y otros, 2001). Del mismo modo, la 
concentración de los componentes más abundantes en las paredes primarias, como los 
ácidos urónicos y la galactosa, también mostraron tendencia a ser más abundantes en los 
ciclos BC. Estos resultados sugieren que el programa de selección podría tener un efecto 
sobre la concentración y el tamaño de la PC, presentando los ciclos AC una menor 
concentración y, probablemente, un menor espesor de las paredes primarias y 
secundarias. Esta respuesta indirecta podría esperarse ya que el criterio de selección fue 
estimado como proporción de materia seca y no relativizado a la PC. PCs más estrechas, 
posiblemente como consecuencia de disminuir la cantidad de glucosa (componente 
mayoritario de la PC), podrían presentar una mayor proximidad espacial entre AFs 
debido al aumento proporcional de hemicelulosa (segundo componente mayoritar io en 
la PC), de este modo se incrementarían las posibilidades de dimerización (Grabber y 
otros, 2000). Este efecto indirecto de la selección para la concentración de ADFT sobre 
la concentración total de la PC sólo sería posible si hay variabilidad genética para el 
grosor de la PC. Debido a que la línea pura PB130 mostró PCs significativamente más 
gruesas que otras seis líneas evaluadas en estudios previos (Santiago y otros, 2003), 
parece que la F2 del híbrido sobre el que se ha desarrollado el programa de selección 
divergente (CO125 x PB130) presenta variabilidad para este carácter, proporcionando 
una base genética adecuada para que se produzca esta respuesta indirecta.  
 A pesar de tener una menor concentración total de la PC, los ciclos AC 
mostraron una mayor proporción de AF éster y éter en la PC. Diferencias que podrían 
ser esperadas teniendo en cuenta que las posibilidades de dimerización dependen en 
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gran parte de la mayor abundancia y proximidad de los monómeros disponibles de AF 
(Grabber y otros, 2000). La concentración de ADFT eterificados no pudo ser 
determinada por el método utilizado para determinar la concentración de AF éter, pero 
podría ser mayor en los ciclos AC como se observó para los AF éteres. Una mayor 
deposición de FAs totales (monómeros y dímeros) éter unidos a la lignina y éster unidos 
a los polisacáridos (Lam y otros, 1992) resultaría en PCs más fortificadas con un mayor 
número de enlaces entre la lignina y los polisacáridos en los ciclos AC.   
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5.2  Efectos de la selección divergente para ácidos diferúlicos en la resistencia a la 
plaga del taladro. 
 Los primeros estudios que observaron correlaciones negativas entre la 
concentración de ADFs en primordios foliares de maíz y el daño causado por larvas de 
O. nubilalis fueron llevados a cabo por Bergvinson y otros (1994a, 1994b). Estudios 
más recientes han observado correlaciones negativas entre la concentración de ADFs en 
tejidos de médula de maíz y la longitud de galerías causadas por O. nubilalis y S. 
nonagrioides tanto en líneas puras (Santiago y otros, 2006a, Barros-Rios y otros, 
2011a), como en ciclos de selección recurrente para aumentar la resistencia a S. 
nonagrioides (Santiago y otros, 2008). El presente trabajo evaluó los dos primeros 
ciclos de selección divergente para ADFT bajo condiciones protegidas con insecticida, 
mientras que la evaluación de los tres ciclos de selección divergente fue llevada a cabo 
bajo condiciones de infestación natural como en los estudios anteriores. Aunque los dos 
primeros ciclos de selección divergente bajo el tratamiento protegido con insecticida 
mostraron diferencias significativas en la concentración de ADFT, no se observó una 
correlación negativa entre ésta y la longitud de galerías producidas por el ataque de los 
taladros. En la evaluación bajo condiciones de infestación natural de los tres ciclos de 
selección, AC2, AC1, BC1 y BC2 se comportan de forma similar a la evaluación de los 
mismos ciclos en condiciones protegidas, sin embargo, los ciclos terceros AC3 y BC3 
muestran la relación ADFT-resistencia sugerida en anteriores estudios y los análisis de 
regresión confirman la correlación negativa entre la longitud de galerías causadas por la 
plaga del taladro y las concentraciones de ADFT y ADF 8-5. Dos ciclos de selección 
podrían no ser suficientes para que la diferencia entre la concentración de ADFT en el 
ciclo BC2 y AC2 sea suficiente como para observar una diferencia significativa en la 
longitud de galerías. No obstante, hay otras hipótesis posibles que podrían explicar 
porqué la relación entre la longitud de galerías y la concentración de ADFs fue 
observada únicamente en la evaluación de los terceros ciclos de selección divergente:  
 (1) Una respuesta inducida sobre la concentración de ADFT ocasionada por el 
ataque de la plaga del taladro podría explicar la mayor concentración de ADFT 
observada en la evaluación de los tres ciclos de selección divergente y la correlación 
negativa con la longitud de galerías. Nuestro grupo de investigación ha comprobado la 
sobre-expresión de genes involucrados en la re-organización de la PC y un aumento 
significativo en la concentración de ADFT en la médula de la línea pura PB130 (línea 
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parental del híbrido simple usado en la selección divergente) cuando se compararon 
plantas afectadas por el ataque de S. nonagrioides y plantas control libres de daño 
(Rodríguez y otros, 2011). Actualmente están en curso evaluaciones de la respuesta 
inducida en la concentración de ADFT de las líneas parentales PB130 y CO125 y de los 
ciclos de selección AC3 y BC3 bajo condiciones de infestación artificial y no 
infestación en cultivo de invernadero. Este estudio nos permitirá clarificar la hipótesis 
de la respuesta inducida, determinar la contribución individual de los dímeros de ADF 
en ésta respuesta y valorar su intervención en el futuro desarrollo de nuevos ciclos de 
selección.  
(2) La existencia de una “concentración umbral” de ADFT por encima de la cual 
funcionarían como una barrera eficaz contra las larvas de la plaga del taladro. Este 
efecto ha sido previamente observado en maíz para concentraciones de otros AHCs en 
tejidos de alimentación de las larvas de taladro (Davis y otros, 2000; Assabgui y otros, 
1993; 1995b). Las evaluaciones de los tres ciclos del programa de selección divergente 
mostraron una mayor concentración de ADFT que las evaluaciones de dos ciclos y es 
probable que la suma de los ADF inducidos y los ADF constitutivos permitiese alcanzar 
esta concentración umbral. Sin embargo, el efecto de la concentración umbral parece ser 
efectivo en los ciclos AC, ya que los ciclos AC3 y AC2 difieren en ADFT y longitud de 
galerías, mientras que el ciclo BC2 con menor concentración de ADFT presenta la 
misma longitud de galerías que el AC3 y los ciclos BC2 y BC3 no difieren para ADFT 
pero sí en longitud de galerías.  
(3) Los efectos indirectos del programa de selección sobre otros mecanismos de 
resistencia frente a la plaga del taladro. La concentración total y el grosor de la PC 
también han sido propuestos como una barrera eficaz contra el ataque de los taladros 
(Santiago y otros, 2003, Barros-Rios y otros, 2011a). La correlación negativa observada 
entre la concentración total de la PC y la concentración de ADFT podría producir una 
interacción entre ambos mecanismos de resistencia. Los ciclos BC presentaron una 
mayor concentración total de la PC lo que podría compensar el daño esperado en base a 
su concentración en ADFT. Esta correlación negativa entre mecanismos de resistencia 
es un resultado novedoso y no esperado del programa de selección divergente.  
Las líneas parentales PB130 y CO125, sobre las que se ha desarrollado el 
programa de selección, fueron seleccionadas como material base para iniciar el 
programa de selección porque presentaron el extremo máximo (CO125) y mínimo 
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(PB130) de concentración de ADFT en un grupo de ocho líneas puras (Santiago y otros, 
2006a). Posteriormente, hemos comprobado que la línea PB130 incrementa 
notablemente su nivel de ADFTs cuando es atacada por S. nonagrioides (Rodríguez y 
otros, 2011), y que sus PCs más gruesas podrían contribuir a su mayor resistencia a la 
plaga del taladro (Santiago y otros, 2003; Barros-Rios, 2011a). Por lo tanto, el material 
genético base de la selección podría mostrar la suficiente variabilidad genética para el 
grosor de la PC o una capacidad de respuesta inducida que oscureciesen la relación 
negativa entre la longitud de galerías y la concentración de ADFT en la médula del 
tallo. 
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5.3. Respuestas agronómicas asociadas al programa de selección divergente. 
 El programa de selección para concentraciones divergentes de ADFT en el tejido 
de médula de maíz presentó efectos significativos sobre caracteres agronómicos de 
interés. Los ciclos AC fueron ligeramente más precoces en floración femenina, más 
altos y tuvieron un mayor rendimiento en grano. La falta de interacción ciclo x ambiente 
en todos los caracteres agronómicos estudiados indica la estabilidad de los ciclos de 
selección evaluados en los ambientes evaluados.  
Varios programas de selección para resistencia a S. nonagrioides, han mostrado 
que una mayor resistencia al taladro incrementa la precocidad y reduce el rendimiento 
lo que supone una dificultad añadida para mejorar simultáneamente resistencia al 
taladro y caracteres agronómicos importantes (Nyhus y otros, 1989; Butrón y otros, 
2002; Bohn y otros, 2003). En este sentido, ha sido desarrollado por nuestro grupo de 
investigación un programa de selección recurrente con el fin de mejorar la resistencia a 
S. nonagrioides manteniendo el rendimiento. La evaluación de tres ciclos de selección 
de este programa mostró una reducción en la longitud de galerías manteniendo el 
rendimiento (Sandoya y otros, 2008), sin embargo, se preveía un efecto negativo en el 
rendimiento que se comprobó en la evaluación posterior de cinco ciclos de selección 
(Butrón y otros, 2011). El presente trabajo muestra que los ciclos de selección 
divergente con mayor concentración de ADFT en la PC presentan mejores 
características agronómicas. Nuestros resultados mostraron que los ciclos AC, siendo un 
día más tempranos en floración, tuvieron un rendimiento en grano un 11% mayor que 
los BC. Optimizar el gasto metabólico en la biosíntesis y ensamblaje de componentes de 
la PC podría traducirse en un incremento del rendimiento en grano en el maíz (de Leon 
y Coors, 2008; Dhugg, 2007), lo que sugiere que el incremento en el rendimiento en los 
ciclos AC podría estar también relacionado con su menor concentración total de 
componentes de la PC. En las evaluaciones de dos ciclos de selección divergente, los 
ciclos AC mostraron mayores concentraciones de ADFT, menor concentración total de 
la PC, tendencia a un menor encamado del tallo y mayor rendimiento en grano que los 
BC, sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ciclos para la 
longitud de galerías producidas por los taladros. En base a los trabajos previos y a  los 
resultados obtenidos, la relación entre la resistencia a la plaga del taladro y el 
rendimiento en el programa de selección para ADFT requiere estudiar posteriores ciclos 
de selección divergente. 
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5.4. Efectos de la selección divergente sobre la degradabilidad de la pared celular. 
La concentración de lignina es el principal limitante de la degradabilidad de la 
PC (Jung y Deetz, 1993). La PC de los tejidos de médula de los ciclos de selección 
desarrollados no mostraron diferencias significativas en la concentración de lignina. Por 
lo tanto, el tejido de médula en el que hemos variado la concentración de ADFT es un 
material apropiado para estudiar la relación entre la fortificación de la PC y su 
degradabilidad independientemente del contenido en lignina.  
Se ha observado previamente en varias gramíneas que una reducción en la 
concentración de ADF (uniendo FAX mediante enlaces ésteres) y AF-ADF (uniendo 
AX a la lignina mediante enlaces éteres) resulta en un incremento en la degradabilidad 
de la PC (Grabber y otros 1998a, 1998b; Casler y Jung 1999, 2006b; Casler y otros, 
2008; Faville y otros, 2010; Barros-Rios y otros, 2011b). La menor concentración de 
AF éter y ADF éster y la mayor degradabilidad observada en los ciclos BC están de 
acuerdo con estas observaciones. Los resultados anteriores sugieren que los enlaces AF-
ADF deben ser un objetivo para incrementar la degradabilidad de los cultivos forrajeros. 
Debido a que la formación de enlaces éter entre AF-ADF y el polímero de lignina es 
una reacción de radical libre que está bajo control químico más que biológico (Ralph y 
otros, 1998), mientras que la síntesis de FAX y su dimerización se cree que ocurre 
enzimáticamente (Myton y Fry, 1994; Fry y otros, 2000; Buananfina y otros, 2010), la 
regulación de la biosíntesis de AF-ADF éster podría ser un objetivo más apropiado de 
regulación genética que la formación del propio enlace a la lignina. En base a estas 
observaciones, Jung y Phillips (2010) presentaron un posible mutante con una 
concentración reducida de AF éster en las hojas de las plántulas y una reducción en la 
concentración de AF éter y alta degradabilidad de la PC en la etapa de ensilado, lo cual 
podría ofrecer la oportunidad de identificar genes reguladores de la deposición de AF en 
gramíneas. El programa de selección divergente que estamos desarrollando podría 
ayudar a identificar genes implicados en la dimerización de AF y, por lo tanto, mejorar 
la degradabilidad de los polisacáridos de la PC de los tejidos de médula del tallo de 
maíz. 
Las diferencias observadas en la degradabilidad de los componentes de los 
polisacáridos de la PC después de las incubaciones de 24 y 96-h siguió el mismo patrón 
de degradación en todos los ciclos de selección: la degradabilidad de la arabinosa y de 
los ácidos urónicos incrementó solo ligeramente con el tiempo adicional de 
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degradación, indicando su potencial para la rápida degradación, comparado con los 
largos incrementos para la degradación de la glucosa y la xilosa. Resultados similares a 
los observados en nuestro estudio han sido obtenidos en tejidos combinados y aislados 
en diversas gramíneas (Grabber y Jung, 1991; Hatfield y otros, 1999; Barros-Rios y 
otros, 2011b). Estos resultados sugieren que más allá del contenido en lignina, la 
formación de enlaces estables por puentes de H entre xilanos y celulosa (Hatfield, 1989) 
podrían limitar la degradabilidad de la glucosa y xilosa.  
 
  
 
85 
 
5.5. Efectos de la selección divergente para ácidos diferúlicos en la deposición de 
ácidos hidroxicinámicos en la etapa de post-floración. 
La mayor concentración de p-Cum observada en la toma en cosecha en todos los 
ambientes estudiados coincide con las observaciones previas de que la mayor parte de la 
deposición de p-Cum ocurre conjuntamente con el proceso de lignificación, siendo su 
acumulación un indicador de la mayor deposición de lignina en la PC (Morrison y otros, 
1998; Vailhe y otros, 1998). La deposición de ADFs y la incorporación de p-Cum se 
relacionan con mecanismos de cese del crecimiento de la PC, por ejemplo, el proceso de 
elongación de las vainas foliares en Festuca alta (Festuca arundinacea Schreb.) termina 
con el incremento en la concentración de ADFs y p-Cum (MacAdam y otros, 2002). De 
acuerdo con estas observaciones y en base al patrón de deposición de AHCs observado 
en los ambientes evaluados se podría sugerir que las plantas de la localidad de Zaragoza 
necesitaron más tiempo para completar el desarrollo de la PC que las de Pontevedra.  
Las localidades evaluadas mostraron una acumulación diferente de AHCs a lo 
largo de las tomas, sin embargo, no se observaron interacciones ciclo x toma lo que 
sugiere que la selección para ADFT podría ser efectiva en cualquier momento después 
de la floración. Para realizar un ciclo de selección por estación, es necesaria una 
maduración completa de la mazorca, por lo tanto, es recomendable mantener en 55 ddf 
la fecha de recolección de las mazorcas y la toma de muestras de la médula para 
determinar la concentración de ADFT. No obstante, los resultados sugieren que si la 
mazorca no estuviera suficientemente madura en esta fecha se podría esperar a que éstas 
alcanzasen la madurez sin que ello afectase a la selección.  
Estudios previos basados en las evaluaciones de tres híbridos comerciales en una 
localidad en dos años han sugerido que a partir de 30 ddf el desarrollo de la PC del 
cuarto entrenudo por encima del suelo en el maíz podría cambiar de una mezcla entre 
deposición de paredes primarias y secundarias a un desarrollo únicamente de la paredes 
secundarias (Jung, 2003). En base a estas observaciones, los estudios que relacionan la 
concentración de ADFT con la resistencia del maíz a la plaga del taladro (Santiago y 
otros, 2006a; Barros-Rios y otros, 2011a) realizaron las determinaciones 30 ddf, cuando 
el desarrollo del entrenudo debería haber cesado y así evitar interacciones debidas a 
variaciones del crecimiento celular de los genotipos. Sin embargo, el diferente patrón de 
deposición de p-Cum y ADFs observado en los ciclos de selección a lo largo de las 
tomas sugiere que el crecimiento y expansión celular del segundo entrenudo por debajo 
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dela mazorca podría haber sido diferente entre las localidades. En base a la escasa 
literatura y los resultados obtenidos podría sugerirse la necesidad de realizar estudios 
ambientales acerca de la acumulación de componentes de la PC a lo largo del desarrollo 
en maíz para determinar con precisión el cese del crecimiento y así evitar las citadas 
interacciones. Además, en el presente estudio la concentración de ADFT en la toma 30 
dff no mostró diferencias significativas entre ciclos. Por lo tanto, a los 30 ddf las larvas 
no encontrarían diferencias en la concentración de ADFT, lo que podría ayudar a 
explicar porqué no observamos una relación negativa entre la concentración de ADFT y 
la longitud de galerías en las evaluaciones de los dos primeros ciclos de selección 
divergente. 
Observaciones previas han sugerido que los ADFs unidos a su carbono 8 podrían 
tener una mayor afinidad de incorporación al polímero de lignina y, por tanto, una 
función más importante en el control de la regulación de la extensibilidad y el 
crecimiento de la PC que el AF y el ADF 5-5 (Grabber y otros, 2002). Además, se ha 
observado que el dímero 8-O-4 mostró una relación negativa con el daño causado por la 
plaga del taladro (Barros-Rios y otros, 2011a). Los resultados obtenidos del análisis de 
regresión sugieren que la selección en base a la concentración de ADFT a los 55 ddf 
podría incrementar la concentración de ADF 8-O-4 en todas las tomas y, por 
consiguiente, los efectos asociados a sus funciones fisiológicas en la PC. 
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5.6. Efectos de la selección divergente en la deposición de ácidos hidroxicinámicos 
en otros tejidos de alimentación de las larvas de taladro.  
 Debido a que el p-Cum es un buen indicador del proceso de lignificación 
(Morrison y otros, 1998; Vailhe y otros, 1998), se podría esperar una mayor abundancia 
de este componente de la PC en los tejidos con mayor grado de lignificación del tallo y 
el pedúnculo, seguidos de las hojas y, por último, el grano. De igual modo, podría 
esperarse que la concentración de AF en los tejidos evaluados siguiera el orden de 
lignificación de las diferentes partes de la planta evaluadas, ya que se ha demostrado 
que en el AF sirve como sitio de iniciación del proceso de lignificación (Ralph y otros, 
1995), sin embargo, es destacable la elevada concentración de AF en el pedúnculo. En 
los tejidos evaluados se han observado diferencias en la ordenación de la concentración 
de los monómeros de AF y sus dímeros (ADFs). La corteza mostró altas 
concentraciones de AF similares a las obtenidas en la médula, sin embargo, tuvo bajas 
concentraciones de ADFs, solo mayores que las obtenidas en el grano. Del mismo 
modo, las vainas foliares mostraron una baja concentración de AF y una alta 
concentración de ADFs. En este sentido, nuestros resultados coinciden con los 
obtenidos en trabajos previos en los que se ha sugerido que el grado de enlaces entre 
polisacáridos podría estar controlado directamente por el nivel de dimerización más que 
por los propios niveles de monómeros de AF disponibles para el enlace (Miyamoto y 
otros, 1994; Wende y otros, 2000). 
La concentración de ADFT fue mayor en médula, vaina y pedúnculo, los tres 
tejidos donde se centra mayormente la alimentación de las larvas de la plaga del taladro. 
En la comparación de medias de los ciclos dentro de cada tejido observamos que la 
médula mantiene la tendencia hacia una menor concentración de ADFT en los ciclos 
BC que en los AC, sin embargo, los tejidos de vaina y pedúnculo mostraron la tendencia 
opuesta. Además, los análisis de regresión mostraron que la concentración de ADFT en 
la médula no estuvo correlacionada con un cambio en la deposición de ADFT en otros 
tejidos. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la regulación de la deposición de las 
características de la PC podría estar regulada independiente para cada tejido (Barros-
Rios y otros, 2011b) y sugieren que genotipos resistentes en la médula no tiene porque 
serlo en la vaina o en la mazorca. La regulación de la deposición de ADFT parece estar 
regulada independientemente en cada tejido, por lo que podríamos variar la 
concentración de ADFT en la médula sin modificarla en el resto de los tejidos. Sin 
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embargo, se desconoce porque una mayor concentración de ADFT en el tejido de 
médula podría incrementar la concentración de AF en el limbo de las hojas. 
Se ha observado que las larvas de S. nonagrioides atacan la mazorca entrando 
por el pedúnculo (Velasco y otros, 1999) y que la resistencia de los genotipos al ataque 
de los taladros en el tallo no está correlacionada con su resistencia en la mazorca (Grier 
y Davis, 1983; Butrón y otros 1999). Se desconoce si la concentración de ADFs en el 
pedúnculo se relaciona con el daño de la plaga en la mazorca, sin embargo, el hecho de 
que la concentración de ADFs en el pedúnculo y la médula no estén relacionados podría 
ser una posible razón de que no exista correlación entre la resistencia del tallo y la 
mazorca. 
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CONCLUSIONES 
 
 El programa de selección fue eficaz para variar la concentración de ácidos 
diferúlicos totales (ADFT) esterificados en la pared celular (PC) del tejido de 
médula de maíz lo que sugiere que la concentración de ADFT está bajo control 
genético.  
El programa de selección divergente tuvo una respuesta indirecta sobre la 
composición de la PC. Los ciclos con una mayor concentración de ADFT 
mostraron más enlaces entre polímeros y una menor concentración total de la PC.   
 Después de tres ciclos de selección divergente para variar la concentración de 
ADFT en los tejidos de la médula se observó una relación negativa entre la 
concentración de ADFT y la longitud de las galerías producidas por el taladro. Sin 
embargo, la concentración total de la PC ha sido propuesta como una barrera eficaz 
contra el ataque del taladro, por lo que la respuesta indirecta del programa de 
selección sobre la concentración total de la PC podría ocasionar una interacción 
entre mecanismos de resistencia.  
Las causas por las que no se observó una relación entre ADFT-resistencia después 
de dos ciclos de selección han podido deberse a: 1) que el rango de variación entre 
los segundos ciclos no fue lo suficientemente amplio como para producir una 
diferencia significativa en la resistencia al taladro, 2) que los ADFT observados 
fueron únicamente los constitutivos, no los derivados de una posible respuesta 
inducida por el ataque del taladro y 3) que no se alcanzó una “concentración 
umbral” mínima de ADFTs por encima de la cual funcionarían como una barrera 
eficaz frente a las larvas de taladro. 
 El programa de selección divergente presentó diversos efectos sobre caracteres 
agronómicos de interés. Los ciclos con una mayor concentración de ADFT fueron 
ligeramente más precoces en floración femenina, más altos, con tendencia a un 
menor encamado del tallo y con mayor rendimiento en grano. Estos efectos 
indirectos se consideran cambios favorables en programas de selección para el 
desarrollo de genotipos de maíz resistentes a la plaga del taladro.   
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 Una mayor concentración de ADFTs en el tejido de médula del tallo afecta 
negativamente a la degradabilidad de los polisacáridos de su PC. 
 La selección para variar la concentración de ADFT se puede realizar en cualquier 
momento después de la floración. Sin embargo, sería recomendable realizarla a 
partir de 55 días después de floración cuando la mazorca alcanza su madurez 
fisiológica. No se observó un efecto indirecto de la selección para ADFT sobre el 
patrón de deposición de otros ácidos hidroxicinámicos (ACH) a lo largo de las 
tomas, aunque si se evidencia que éste patrón depende de las condiciones 
ambientales. 
 La modificación de ADFT en la médula no produce un cambio indirecto en la 
concentración de ADFT en otros tejidos. Sin embargo, la diferencia de 
concentración de ADFT observada en los distintos tejidos de alimentación de las 
larvas podría explicar, en parte, porqué el grado de resistencia es distinto en las 
distintas partes de la planta.  
 Como conclusión general, se ha comprobado que la concentración de ADFT juega 
un papel en la resistencia de la médula del maíz al ataque de los taladros, sin 
embargo existen diversos aspectos que es necesario clarificar en futuras 
investigaciones: 
(i) Estudiar de manera exhaustiva el papel de los ADFs inducidos por el 
ataque de los taladros en la resistencia final de los genotipos.  
(ii) Comprobar y analizar la correlación negativa entre la concentración de la 
PC y la concentración de ADFT, así como estudiar de forma separada 
ambos mecanismos de resistencia frente a los taladros. 
(iii) Evaluar el papel de los ADFT en la resistencia en otras partes de la 
planta. 
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